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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del problema

La Diabetes Mellitus es una patologia endocrino-metabodlica que afecta la calidad de vida
de muchos pacientes a nivel mundial. Esta enfermedad es desencadenante de muchas otras
patologias (aterosclerosis, hipertension arterial, complicaciones en infecciones, entre otras) que
pueden perjudicar la calidad de vida del paciente, quien debe tener un riguroso y debidamente
definido plan alimenticio y ejercicios para evitar dichas complicaciones (Beldarrain, Diez, Hervés,

De Miguel y Zabaleta, 2006)!.

Uno de los grupos farmacologicos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1l son las
moléculas analogas de la hormona proteica GLP-1, conocidas cominmente como incretinas. Las
incretinas juegan un papel muy importante a nivel de la regulacion de la glucosa, debido a su
capacidad de estimular la secrecion de insulina, disminuir el vaciado gastrico y estimular la
saciedad (Goodman y Gilman 2007). Las incretinas son degradadas por la enzima proteasa DPP4,

haciendo que el tiempo de vida media de la proteina sea de 2-3 minutos (Fukushima y Seino 2011).

Hasta la fecha uno de los aspectos negativos de las incretinas sintéticas (andlogas a GLP-
1) es el alto costo econdmico que representan para el paciente; ademads, las incretinas tienen un
tiempo de vida media corto, deben incluirse en esta terapia otros hipoglucemiantes y, por ultimo,
pueden producir efectos secundarios (Ardevol, Céspedes, Figueredo, Pérez y Reyes, 2015).

Algunos ejemplos de estas incretinas comercializadas en la actualidad como medicamentos son:



exenatida, con un tiempo de vida media plasmatica de hasta 4 horas; liraglutida, con un tiempo de
vida media de 10-14 horas; albiglutida (en fase de investigacion), la que se encuentra la GLP-1
enlazada a una molécula de albumina (disminuye la afinidad por la DPP4), aumentando su tiempo

de vida media (Ardevol et al., 2015).

La biologia sintética es un nuevo campo en el mundo de la ciencia, en el cual muchos
profesionales estan incursionando, y que se espera facilite la sintesis de todo tipo de moléculas y
proteinas, desde vitaminas y vacunas en el campo de la medicina, hasta combustibles y otros
compuestos organicos en otros campos de aprovechamiento. La versatilidad de compuestos

organicos que se pueden aprovechar gracias la biologia sintética es muy amplia.

En esta investigacion se pretende, entonces, proponer un modelo de expresion génica para
la obtencion de un principio activo con caracteristicas similares a la incretina GLP-1, el cual es
previamente descrito a partir del ser humano. El modelo busca maximizar la via de obtencidon
mediante un vector de expresion basado partes biologicas que garanticen la productividad, en el
organismo de laboratorio Komagataella pastoris (antes Pichia pastoris), debido al extenso
conocimiento como organismo de laboratorio y su semejanza en sus vias de glicosilacion con las

del Homo sapiens.

Por lo tanto, se desarrolla la siguiente pregunta: ;Como disefiar un modelo de expresion
génica para la obtencion de un medicamento andlogo de GLP-1 para el tratamiento de la diabetes

mellitus tipo 11?



Hipotesis

Con ayuda de los avances cientificos interdisciplinarios con los que se cuenta en la actualidad, es

posible disenar un modelo in silico de expresion génica para la sintesis de un analogo de la GLP-

1, utilizando el acercamiento de biologia sintética.

Objetivos

Objetivo general

Disefiar un modelo de expresion génica para la sintesis de un medicamento analogo de la

GLP-1, para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo I, desde la perspectiva de la biologia

sintética.

Objetivos especificos

Realizar una revision bibliografica sobre los chasis que se utilizan en biologia sintética para

la expresion génica de vectores que permitan la sintesis de proteinas de interés farmacéutico.

Modelar un analogo de la proteina GLP 1 que presente un tiempo de vida media mayor en

el organismo humano.



Construir in silico el vector de expresion génica que posibilite la sintesis del analogo de la
proteina GLP-1.

Justificacion

Los crecientes desgastes de las vias tradicionales para la obtencion de nuevas drogas no
permiten que estas pasen de la fase I de investigacion, testificando la dificultad para innovar
medicinas seguras. Al respecto, la biologia sintética da la esperanza para un potencial crecimiento
de nuevas areas de investigacion, al brindar posibilidades de moléculas con fines farmacologicos
con mejor especificidad y capacidad de union a la diana para la que se sintetiza. Actualmente, esta
es una disciplina que emerge poco a poco y se puede utilizar para el descubrimiento de nuevos y
mejores farmacos. Esta nueva area de la ciencia reorienta el campo del descubrimiento de
farmacos, de igual manera que sucede hace 100 afios con la quimica organica, llegando a ser el

centro de innovacion en las industrias farmacéuticas (Carbonell y Trosset, 2015).

La realizacion de este proyecto puede acarrear resultados positivos para la comunidad
cientifica y estudiantil, asi como industrial del Estado de Costa Rica, pues tal y como lo menciona
London Imperial College (2013), una de las mayores metas de la biologia sintética es buscar una
forma de industrializar los procesos, lo que puede desbloquear el potencial en este campo de la

ciencia y lograr investigaciones mas sofisticadas.

Con este tipo de investigaciones, los pacientes son beneficiados con nuevas, mejores y mas
especializadas terapias, ademas la elaboracién de medicinas puede ayudar a entender mejor las

patologias (a nivel cientifico). En relacion con esto, BiotechSpain (2013) indica que la biologia



sintética es capaz de proporcionar un marco para construir de nuevo sistemas bioldgicos naturales

con el fin de explorar los comportamientos patoldgicos de los mismos.

Una de las problematicas de la sintesis de moléculas por via organica es la gran fuente de
contaminacion ambiental que puede provocar. Segin Barceld, Gros y Petrovi¢ (2007), estudios
evidencian una enorme cantidad de productos farmacéuticos presentes en el medio acuatico,
porque algunos de los compuestos no se eliminan con facilidad durante los procesos de tratamiento
de aguas. Cabe destacar que uno de los efectos negativos mas preocupantes es la incorporacion de

moléculas o metabolitos activos en el ambiente sin considerar los dafios que estos puedan causar.

El tema de esta investigacion se aplica no solo a las ciencias de la salud, sino también en
muchas éareas de desarrollo. etcGROUP (2012) sefiala que el mercado global en productos
elaborados con el acercamiento de la biologia sintética es de $1 600 millones para el afio 2011 con
una proyeccion de crecimiento a $ 10 mil 800 millones de dodlares para el 2016. E1 mismo articulo
cita algunas areas en las que hoy es aprovechada la biologia sintética: productos como bioplasticos

derivados del maiz, saborizantes y biodiésel (etcGROUP, 2012).

Desarrollar un analogo de la GLP-1 que se administre en dosis semanales o mensuales
realizando cambios en la proteina en base a estudios in vitro que garanticen dosis prolongadas;
resulta importante debido a que las terapias de este tipo demuestran una alta adherencia del
paciente a las mismas, impulsdndolo a un mejor control de la patologia, lo cual beneficia su calidad

de vida. Las investigaciones en la industria farmacéutica en Costa Rica y el aprovechamiento de



10

las ciencias emergentes, como la biologia sintética, pueden crear un mejor panorama para elaborar

nuevos farmacos.

Esta investigacion propone disefiar el modelo de expresion génica in silico para obtener un
farmaco similar a la GLP-1, implementado como tratamiento para la diabetes mellitus tipo 2, el

cual puede ser luego llevado al campo experimental para la recoleccion fisica de la proteina.

Antecedentes

Se realiza una busqueda bibliografica de proyectos de investigacion similares a este estudio
en las universidades privadas y publicas del pais y en distintas revistas indexadas en bases de datos
dedicadas a la investigacion; por ejemplo: BINASSS, Scielo, EBSCO, PudMed, Clinical Key y

CUMED.

Antecedentes internacionales

Clomburg y Gonzélez (2010) realizan un estudio bibliografico donde analizan la
produccion de biocombustibles en Escherichia coli mediante ingenieria metabolica y biologia
sintética. Los autores llegan a la conclusion de que E. coli es un microorganismo para la produccion

industrial de compuestos biocombustibles basados en su metabolismo, fisiologia y genética.
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Connor y Liao (2008) proponen un experimento para la obtencion del 3-metil-butanol
mediante el uso de Escherichia coli en un laboratorio; la expresion de la biosintesis de los genes

de valina y leucina lleva a la produccion de 3-metil-1-butanol.

Avignone-Rossa, Gonzalez, Jiménez, Kim, Salvador y Saunders (2016) exploran algunas
propiedades que le posibilitan al chasis (organismo encargado de llevar la informacion genética)
ser parte integral de los disefios de la biologia sintética. Hacen referencia a una lista de bacterias
que se utilizan para la biologia sintética y llegan a la conclusién de que con independencia del

estudio por efectuar, se debe escoger el microorganismo con el que se va a trabajar.

Admiraal, Blaine, Cane, Gramajo y Khosla (2001) desarrollan un estudio de biosintesis de
complejos de policétidos en una cadena ingenierizada metabolicamente en una cepa de E. coli, con
ella se trabaja la biologia sintética con el proposito de lograr un metabolito para la posterior
obtencion de otros productos como la eritromicina.

Chang et al. (2006) llevan a cabo un estudio con la finalidad de obtener un precursor de la
droga para el tratamiento de la malaria, la artemisinina, elaborado con el apoyo de la biologia

sintética; consiguiendo el metabolito en el laboratorio.

Market Line (2016) realiza un estudio de las empresas que investigan y obtienen ingresos
a partir de la biotecnologia. Incluye datos del mercado a nivel mundial y el valor monetario de la
biotecnologia en el mercado, comparando su crecimiento afio tras afio. Se relaciona con esta
investigacion porque se hace hincapié en el crecimiento del mercado y se evidencia la atencion de

las grandes empresas en las nuevas y emergentes biotecnologias, como lo es la biologia sintética.



12

Antecedentes nacionales

Viasquez (2014) efectia una tesis titulada Diserio de una herramienta para la asistencia en
el ensamblaje sintético de la bacteria E. Coli en la produccion de biocombustibles, en la cual
especifica el catdlogo de componentes genéticos, establece las caracteristicas estructurales y la
aproximacion de las funciones de los ensamblajes en la bacteria E. coli, disefia una herramienta
orientada al ensamblaje sintético de la E. coli utilizando rutas metabodlicas para una cepa de E. coli

y lleva a cabo busquedas de compuestos de relevancia.

Proyecciones

Esta investigacion permite obtener un vector de expresion génica de una proteina analoga
a la GLP-1 para luego ser obtenido a nivel experimental como un medicamento para el tratamiento

de la diabetes mellitus tipo 2.

CAPITULO II: MARCO TEORICO

Este capitulo abarca el marco tedrico, en donde se tratan los siguientes temas:
primeramente se explica la anatomia y funcion del pancreas (el 6érgano secretor de insulina y
glucagdn) y su relacion con la regulacion de la glicemia; luego, las caracteristicas de la diabetes,
las estadisticas de diabetes tanto a nivel nacional como internacional, sus posibles complicaciones
y su tratamiento; posteriormente se desarrollan aspectos claves de la biotecnologia, como su

significado, sus avances a lo largo del tiempo, los campos que abarca y sus aplicaciones; por
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ultimo, se explican los atributos de la biologia sintética, como su significado, su aplicacion en el
area farmacéutica, sus avances a nivel nacional y los principios experimentales basicos para su
aplicacion como BioBricks como partes elementales para la modulacion de un vector para la
expresion génica y los organismos modelos o chasis, utilizados para expresar el vector de

expresion génica.

El pancreas humano

Anatomia y funcion endocrina del pancreas

El pancreas humano es un 6rgano secretor alargado y de textura esponjosa, que se encuentra
localizado debajo y detras del estbmago. Es sobre todo una glandula exocrina digestiva, sin
embargo cuenta con un grupo de células endocrinas denominadas islotes de Langerhans (figura 1),
que representan de un 2 % aproximadamente del tejido total, y secretan hormonas esenciales para

la regulacion de la glucosa, la insulina y el glucagdn (Saladin, 2013).
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Figura n.° 1. Islote de Langerhans con células alfa y beta, encargadas de la secrecion

insulina y de glucagon respectivamente

Islote de Acinos
Langerhans  pancreaticos

Célula o

Fuente: Guyton y Hall, 2016

Regulacion de la secrecion pancreatica: relacion insulina-glucagon

La secrecion de las hormonas insulina y glucagén es un mecanismo altamente regulado,
con la finalidad de proporcionar al organismo concentraciones estables de glucosa en el torrente
sanguineo. La secrecion pancredtica se encuentra parcialmente regulada por el control humoral

(hormonas pancredticas y gastrointestinales), e interacciones de varios nutrientes (glucosa,
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aminoacidos, acidos grasos y cuerpos cetonicos) y neurotransmisores del sistema nervioso

autonomo (Goodman y Gilman, 2007).

Las células secretoras de hormonas pueden detectar directamente las concentraciones
sanguineas de glucosa (VanPutte, Regan y Russo, 2017). Cuando las concentraciones de glucosa
se encuentran elevadas en el organismo, se puede esperar que la secrecion de insulina incremente;
en caso contrario, cuando los niveles de glucosa se encuentran disminuidos en el plasma, la
secrecion de insulina disminuye. Ademas, los islotes de Langerhans poseen una gran inervacion
de nervios tanto colinérgicos como adrenérgicos (Goodman y Gilman, 2007). Los niveles bajos de
glucosa en el plasma estimulan la secrecion del glucagon, el cual estimula la gluconeogénesis (la
obtencion de glucosa) y la glucogendlisis a nivel del higado y la lip6lisis a nivel del tejido adiposo

(VanPutte et al., 2007).

La insulina.

La insulina es una pequefia hormona proteica conformada por 2 cadenas polipeptidicas
unidas entre si por enlaces disulfuro (sintetizada como proinsulina, complejo proteico formado de
3 cadenas) (figura 2), la cual tiene como funcion principal disminuir los niveles de glucosa
sanguineos mediante la estimulacion de la entrada de glucosa a algunos tejidos diana para ser
aprovechada como fuente de energia y para su almacenamiento como fuente de energia (VanPutte

etal 2017).
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La insulina cumple una enorme gama de funciones bioldgicas y no se limita solo a la
regulacion o el control de los niveles de glucosa. Contribuye también con el almacenamiento de
aminoacidos y acidos grasos, bloqueando ademads los procesos catabolicos de glucogeno, grasa y

proteina (Goodman y Gilman 2007).

Las células diana de la insulina se ubican en el higado, el musculo esquelético, el tejido
adiposo y el centro de la saciedad en el hipotdlamo. En ausencia de insulina, los niveles de glucosa
en sangre pueden aumentar dramaticamente. En esta situacion, el centro de la saciedad
hipotalamica se ve imposibilitado para detectar la glucosa en el torrente sanguineo, siendo el
resultado observado en la mayoria de los casos la polifagia, y por los niveles elevados de glucosa,

se manifiesta poliuria y polidipsia (Regan et al. 2017).
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Figura n.° 2. Modificacion de la proinsulina para la conversion a la insulina, la cual mas tarde

es expuesta a un desdoblamiento enzimatico por las peptidasas PC2 y PC3

Proinsulina ~OO0000000
...
CadenaC

.,
Cranulo o~
secretor// \
/I Péptido C \
J

Fuente: Guyton y Hall, 2016
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El glucagon.

El glucagén es una hormona secretada por los islotes de Langerhans, especificamente por las
células alfa. Esta hormona tiene funciones opuestas a las de la insulina, siendo la mas importante
la de aumentar la glucemia en condiciones de ayuno o de estrés. Es un polipéptido conformado
por una cadena de 29 aminoacidos (Guyton-Hall, 1998). El producto final del proglucagén es una
prehormona que ademas de contener la secuencia del glucagén, posee las secuencias de la GLP-1,

GLP-2, la oxintomodulina y la glicentina.

El proceso de transformacion de preproglucagon al glucagon es realizado por unas enzimas
conocidas como prohormonas convertasas (PC), PC1 (cerebro y células L del intestino) y la PC2
(se encuentra exclusivamente en las células alfa-pancreaticas); esta ultima tiene la funcion de
liberar glucagon. La excrecion del glucagon esta regulada de igual manera que la insulina, es
glucosa-dependiente, mostrando el siguiente patron: cuando la glicemia se encuentra elevada, tiene
un efecto sobre la secrecion del glucagon, inhibiendo la secrecion del mismo; cuando sucede lo
contrario, la secrecion del glucagén aumenta para cumplir con sus efectos en el cuerpo (Bermudez,
Betancourt y Lima-Martinez, 2011).

Dentro de los 6rganos diana el glucagdn se encuentra principalmente en el higado y el
rifidén, y en menores proporciones en el corazon, adipocitos, pancreas, cerebro, retina y tracto
gastrointestinal. A nivel hepatico estimula la glucogenolisis y la gluconeogénesis. También, el
glucagon favorece la captacion de alanina, glicina y prolina, los cuales sirven como sustrato para
la gluconeogénesis. A nivel de adipocito, una lipasa sensible al glucagon degrada los triglicéridos

(Bermudez et al., 2011).
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Diabetes mellitus

Segun Donelly, King y Peacock (2019), la diabetes mellitus fue reconocida hace 3500 afios
atras por los egipcios. Fue una de las primeras descripciones clinicas realizadas por Aretaeus, quien
escribid dos aseveraciones acerca de esta condicion: “afortunadamente rara”, pero “corta sera la
vida del hombre quien desarrolle esta enfermedad completamente”. Donelly, King y Peacock
(2019) se refieren a las dos aseveraciones hechas por Aretaeus aplicandolas a la realidad de los
ultimos tiempos. La primera estd muy lejos de la verdad puesto que la incidencia de la diabetes se
ha duplicado en 20 afios desde el 1945 al 1994 con una prevalencia por la diabetes mellitus; con
respecto a la segunda aseveracion, los autores concuerdan -arrojando datos estadisticos- que un
alto porcentaje de los pacientes diabéticos fallecieron 10 afios después de haber sido

diagnosticados mayoritariamente por enfermedades cardiovasculares.

La diabetes es consecuencia de una disminucion de la secrecion de la insulina, una
resistencia progresiva de los tejidos a la misma o una pérdida de la sensibilidad de estos a la
insulina; como consecuencia, la persona tiene elevadas concentraciones de glucosa en sangre.
Ademas, la disposicion genética es un factor muy importante para determinar si un paciente tiene
probabilidad de adquirir diabetes o no en algin momento de su vida (Guyton-Hall, 1998). La
diabetes se puede encontrar en diferentes formas: diabetes tipo 1, conocida como diabetes
insulinodependiente o dependientes de insulina, en donde el organismo no es capaz de sintetizar
su insulina; tipo 2, gestacional, la cual es presentada en algunas pacientes en periodo de embarazo.
Generalmente los pacientes diabéticos experimentan complicaciones; al pasar de los afios, las

complicaciones macrovasculares en esta poblacion incluyen problemas en arterias coronarias,
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cerebrovasculares y problemas periféricos vasculares. En cuanto a las complicaciones

microvasculares, consisten en retinopatias, nefropatias y neuropatias (Saladin, 2013).

Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) ocurre a raiz de que el pancreas no secreta suficiente
cantidad de insulina para asimilar la cantidad de glucosa en sangre, o bien, cuando del todo la
hormona se encuentra ausente en el organismo. Entonces, el paciente tiene elevados niveles de
glucosa en sangre y presenta los siguientes sintomas: polidipsia, poliuria, polifagia, pérdida de

peso, vision borrosa, fatiga o cansancio (Isley y Molitch, 2005).

Una de las causas de la DMTI puede ser que incrementa la susceptibilidad de las células
beta a una autodestruccion, debido a la infeccidon por un virus o a la formacion de anticuerpos
autoinmunes de parte del mismo organismo (Guyton-Hall, 1998). La diabetes mellitus tipo 1
también es conocida como insulinodependiente, debido a que al paciente se le debe de administrar
insulina como tratamiento crénico. Con frecuencia es una enfermedad desarrollada en la nifiez y
en la etapa de la juventud; sin embargo, se puede desarrollar en adultos (en la menor frecuencia de

los casos) (Zachary, 2014).
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Diabetes mellitus tipo 2

La Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es ocasionada por un déficit de la efectividad de la
insulina y normalmente es acompafnada por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas. La DMT2 puede ser desencadenada por factores genéticos y factores
medioambientales (Olimpo, 2007). La DMT2 es una enfermedad cronica que obliga al paciente a
someterse a tratamiento por el resto de su vida. Esta acarrea graves problemas cardiovasculares y
complicaciones, donde convergen varios elementos como neuropaticos, isquémicos, metabodlicos

y ortopédicos (como el pie diabético).

Existen varias hipdtesis que intentan explicar el origen de la predisposicion genética de la
DMT?2: la hipotesis del “genotipo ahorrativo™ y la hipotesis de que la resistencia a la insulina es el
genotipo “no tan ahorrativo”. El genotipo ahorrativo son los genes responsables de la resistencia a
la insulina, los cuales protegen a los individuos durante prolongados periodos de ayuno. El
genotipo no ahorrativo (o resistencia a la insulina) es aquel que permitio la prevalencia de los
pobladores de la Tierra en épocas de hambruna en el altimo periodo glacial, su objetivo era evitar
la degradacién de proteinas para ser utilizadas como fuente de energia y asi conservar masa

muscular para cazar o realizar huidas cuando se encontraban en peligro (Carrillo y Cerda, 2001).
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Diabetes gestacional

La diabetes gestacional se presenta en 1-3 % de las mujeres en estado de embarazo. Esta
condicidn sucede porque en la mujer disminuye la sensibilidad a la insulina, reduciendo de esta
manera la capacidad de entrada de glucosa a los tejidos diana; como resultado final se obtiene una
concentracion elevada de glucosa en sangre, la misma es caracterizada por la glucosuria. La
diabetes gestacional no suele durar mas de la época del embarazo, muy pocas veces las pacientes

contintian con esta patologia (Guyton-Hall 1998).

Complicaciones de la diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus desencadena una serie de complicaciones que tienden a afectar la
calidad de vida de los pacientes que padecen esta enfermedad, las cuales se deben a diversos
mecanismos patologicos, ambientales, fisiologicos, entre otros. A continuacion se discuten algunas

de estas complicaciones y mecanismos patologicos:

Hipoglucemia.

De acuerdo con Mediavilla (2001), la hipoglucemia es la complicacion mas cominmente
asociada al tratamiento de origen farmacologico de la diabetes mellitus; se puede definir como una
concentracion en el torrente sanguineo de glucosa inferior a 60 mg/dl, y dividir en tres niveles
principales en relacién con su gravedad y sintomas: en la hipoglucemia leve, el paciente llega a

percibir sintomas tanto adrenérgicos (ansiedad, inquietud, taquicardia, palpitaciones y temblores,
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entre otros) como colinérgicos (sudoracion); asimismo logra percibir sintomas hipoglucémicos
vinculados con el sistema nervioso como lo son: disminucion de la concentracion, mareo, polifagia

y vision borrosa, las cuales no interfieren con las actividades normales.

La hipoglucemia moderada va acompafiada de un estado neuroldgico con deterioro en
cuanto a la funcion motora, ademas de confusion o conducta inadecuada. Por ultimo, la
hipoglucemia grave es un episodio en donde se ve mayormente afectado el sistema nervioso
central, exponiendo al paciente a un coma y crisis convulsivas; situaciéon de gran importancia

debido a que el paciente presenta incapacidad para el autotratamiento o rescate.

Hiperglucemia.

La hiperglucemia es causada por complicaciones metabolicas debido a la falta total o
relativa de insulina, lo cual puede exponer al paciente a un sindrome hiperglucémico, o bien,
cetoacidosis diabética. La cetoacidosis diabética es propia de la diabetes mellitus tipo 1, sin
embargo, también se puede observar en pacientes que padecen de diabetes mellitus tipo 2 en
situaciones de estrés. Por lo general se aprecian concentraciones de glucosa sanguineas de 300
mg/dl y cetonemia con cuerpos cetonicos en suero mayores a 3 mmol/L. Respecto a la incidencia
de la cetoacidosis diabética, el mismo autor indica que se produce en un 2-5 % de los pacientes

que padecen diabetes mellitus tipo 1 (Mediavilla, 2001).
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Coma hiperglucémico hiperosmolar no cetosico.

Es la complicacion metabdlica aguda mas frecuente para los pacientes que padecen de
diabetes mellitus tipo 2, se observa mayor incidencia en pacientes mayores de 60 anos, provocando
una mortalidad superior al 50 % que la ocasionada por la cetoacidosis diabética (Mediavilla, 2001).
Segin Alvarez y Remufian (2001), un paciente que experimenta un cuadro de coma
hiperglucémico hiperosmolar no cetdsico presenta valores de glucemia >500 mg/dL, osmolaridad
plasmatica >330 mmol., ausencia de cetonemia, pH arterial >7,3, bicarbonato sérico >20 mEq/L,

trastornos mentales y ausencia de cetonuria.

Alvarez y Remuiian (2001) indican que este estado clinico es la presentacion mas severa
de la resistencia a la insulina o el déficit de insulina disponible para ejercer su funcion esperada,
lo que desencadena el desaprovechamiento de insulina circundante en el torrente sanguineo y un
exceso de produccion, incrementado la osmolaridad sanguinea. La situacion antes mencionada
ocasiona la salida del liquido intracelular lo que produce crenacion en la célula, provocando
deshidratacion y expandiendo el espacio extracelular, lo que genera sintomas como deshidratacion
severa, hiponatremia, hipertermia, estupor o coma, signos neuroldgicos focales, convulsiones,
respiracion estertorosa, hipotension o shock. Los factores de riesgo que predisponen a este cuadro
son: deshidratacion, inadecuada administracion de drogas hipoglucemiantes, infecciones, drogas
diabetogénicas (glucocorticoides, tiazidas), cirugia, nutricion parenteral, funcion renal inadecuada,

sexo femenino (Alvarez y Remuiian, 2001).
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Complicaciones cardiovasculares.

En los ultimos tiempos la diabetes mellitus se ha comenzado a considerar como un fuerte
factor predisponente a una enfermedad cardiovascular, por consiguiente, se puede decir que un
paciente que padezca de diabetes mellitus sin alguna cardiopatia o complicaciones vasculares en
su historia clinica tiene un riesgo similar a un paciente que si ha padecido de alguna patologia en

este aspecto (Boichuk, Kriskovich, Lujan y Vanina, 2005).

De acuerdo con el estudio UKPDS (UK Prospective Diabetes Study, 2000), una
investigacion observacional realizada en 23 hospitales de Inglaterra, Escocia y el Norte de Irlanda
en donde participaron 4585 pacientes, cuyo objetivo era determinar la relaciéon que tiene la
exposicion de la glicemia a lo largo del tiempo y el riesgo de complicaciones tanto microvasculares
como macrovasculares, arroj0 como conclusiones que en pacientes diabéticos tipo 2 las
complicaciones estan fuertemente asociadas con hiperglicemia. Cualquier reduccién de la

hemoglobina glucosilada disminuye considerablemente los riesgos en las complicaciones.

Las enfermedades cardiovasculares son las principales causas de morbimortalidad entre los
pacientes que padecen de diabetes mellitus, siendo en estos pacientes el riesgo de presentar
patologias cerebrovasculares o coronarias o de fallecer debido a estas de 2 a 3 veces mayor al de
la poblacion que no padece de diabetes mellitus; aproximadamente el 70-80 % de los pacientes

diabéticos fallecen por estas patologias (Mediavilla, 2001).
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La predisposicion del riesgo cardiovascular aumenta cuando el paciente diabético tiene el
habito del tabaquismo o presenta presion arterial alta o dislipidemias. Las enfermedades
cardiovasculares se ven favorecidas con factores de riesgo como la obesidad, hiperinsulinemia,

anormalidades de la funcion plaquetaria y de la coagulacion sanguinea (Mediavilla, 2001).

La macroanginopatia es una afectacion arterosclerdtica que se ubica a nivel de los vasos de
mediano y de gran calibre Es similar a la aterosclerosis desde el punto de vista histologico y
bioquimico, y en los pacientes diabéticos, si esta enfermedad tiene un inicio precoz, es de mayor
gravedad y de mayor extension, y se presenta en los pacientes diabéticos con un prondstico peor
que en pacientes no diabéticos. El punto clave al igual que la poblacion en general es la prevencion
primaria, siendo el objetivo primordial el control adecuado de los factores de riesgo

cardiovasculares, hipertension arterial y tabaquismo (Mediavilla, 2001).

Retinopatia diabética.

La retinopatia diabética es una de las primeras dos causas mas frecuentes de ceguera en
occidente y la causa mas comun en pacientes con edades entre 30 y 69 afios. Ademas, la retinopatia
diabética es la complicacion que por lo general padecen los pacientes diabéticos. Los pacientes
con diabetes mellitus tipo 1 presentan este padecimiento luego de 20 afios de prevalencia en la
enfermedad; de igual manera, un 60 % aproximadamente de los pacientes diabéticos tipo 2

experimentan complicaciones de este tipo.
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Los factores que predisponen al empeoramiento de la retinopatia diabética son el periodo
de duracion de la diabetes, valores altos de hemoglobina glucosilada, gravedad de la diabetes,
presion arterial elevada, cifras elevadas de lipidos y, mas cominmente, en pacientes diabéticos
tipo 1 y pacientes diabéticas en estado de embarazo (Mediavilla, 2001). El estudio UKPDS (2000)
evidencié que el control de la presion arterial disminuye el riesgo en 34 % la progresion de la

retinopatia diabética.

Nefropatia diabética.

La nefropatia diabética es la principal causa de complicacion terminal a nivel renal
alrededor del mundo, la misma es una de las principales causas de mortalidad en pacientes que
padecen de diabetes mellitus. Esta se caracteriza por un aumento en los niveles de albuminuria,
hipertension y glomeruloesclerosis, y una reduccion en la tasa de filtracion glomerular (Carvajal,

2015).

Como lo expresa Mediavilla (2001), alrededor de un 20-30 % de los pacientes diabéticos presentan
nefropatias, siendo los pacientes diabéticos tipo 2 quienes tienen una incidencia mas elevada. Asimismo, el
autor sefiala que las lesiones nefroticas se dividen por estadios, donde el estadio primero es la hipertrofia renal
e hiperfiltracion, caracterizada por un incremento rapido de tamafio renal, acompafiado por un aumento de la
tasa glomerular, flujo plasmatico y presion glomerular. El segundo estadio es una lesion renal y es desarrollada

en los siguientes 2 o 3 afios luego de haber sido diagnosticado el paciente como diabético.
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La nefropatia diabética es el estadio 3 y se define tras la aparicion de cantidades pequefias de albumina
en la orina (30-300 mg/24h o 20-200 mg/min) debido a un aumento de presion arterial y una disminucion del
filtrado glomerular. El cuarto estadio de la nefropatia diabética comienza luego de los 10 o 15 afios de haber
sido diagnosticado el paciente como diabético, se observan cantidades de albumina en orina mayores a 300
mg/dia, es asociado a un descenso progresivo de la filtracién glomerular ademas de la hipertension arterial.
Por ultimo, el quinto estadio puede comenzar a los 10 y 20 afios del diagnostico de diabetes y luego del
paciente haber presentado proteinuria (proteina en orina) 7-10 afios de manera persistente, valores de

plasmaticas de creatinina superiores a 2 mg/dl, hipertension arterial, retinopatia y problemas cardiovasculares.

Neuropatia diabética.

La neuropatia periférica diabética es simétrica y atribuida a trastornos metabolicos y
alteraciones microvasculares debido a la hiperglicemia en concomitante a covariables de riesgo
cardiovascular. La prevalencia de la neuropatia periférica diabética puede ser del 50 %,
dependiendo de la edad del paciente y la duracion de la diabetes. Los dolores sintomaticos severos
por neuropatias diabéticas pueden afectar a mas del 30 % de pacientes con este padecimiento. La
neuropatia periférica diabética afecta de manera sensitiva, motora y componentes autonomicos del
sistema nervioso, manifestandose como una pérdida de la sensacion protectora y disfuncion de los

musculos (Azmi, Alam, D’Aott, Jugdey, Malik, Rajbhandari y Riley, 2017).
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Epidemiologia de la diabetes mellitus

Epidemiologia de Diabetes Mellitus a nivel mundial.

La Organizacion Mundial de Salud o mejor conocida por sus siglas OMS en su ultimo
reporte global de diabetes realizado en el 2016, menciona que para el afio 2012 hubo 1.5 millones
de muertes a nivel del mundo causadas directamente por la diabetes, por lo cual fue la octava causa
de muerte mas frecuente de ambos sexos y la quinta causa de muertes en mujeres (OMS 2016). La
OMS estima que a nivel global 422 millones de adultos mayores de 18 afios padecian de diabetes
en el afio 2014, el mayor nimero de incidencias fue registrado en la region del sureste de la region

asiatica (tablan.® 1).



Tabla n.° 1 Prevalencia de diabetes en adultos a nivel mundial

Prevalencia (%)

Numero (millones)

Region ONU

1980 2014 1980 2014
Region Africana 3.1 7.1 4 25
Region Americana 5 83 18 62
Region Mediterraneo del este 59 13.7 6 43
Region europea 53 7.3 33 64
Region sureste de Asia 4.1 8.6 17 96
Region pacifico oeste 4.4 54 29 131
Total 4.7 8.5 108 422

Fuente: Elaboracion propia adaptada al espafiol de OMS (2016)

30
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En las ultimas 3 décadas la prevalencia de la diabetes se ha duplicado (figura 3). La
tendencia de crecimiento aument6 en todos los niveles de ingreso, lo cual va de la mano con la

tasa de crecimiento de obesidad o sobrepeso (OMS, 2016).

La prevalencia global de la diabetes incrementd de un 4.7 % en 1980 a un 8.5 % en 2014;
ademas, durante la ultima década la prevalencia aument6 de manera rapida en paises de ingreso
mediano-alto y de ingreso bajo en contraste con paises de ingreso alto (figura 3) (OMS, 2014).

Figura n.° 3 Tendencia en prevalencia de diabetes, 1980-2014, por capacidad adquisitiva de los

paises a nivel mundial

FIGURE 4A. TRENDS IN PREVALENCE OF DIABETES, 18802014, BY COUNTRY INCOME GROUP

Provalence of diabetes

Low-income Lower Upper High-income World
middle-income  middle-income

Fuente: WHO, 2016
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Epidemiologia de diabetes mellitus a nivel latinoamericano.

La region latinoamericana abarca 21 paises y mas de 577 millones de habitantes. Segun las
guias de la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) (2013), se estimd que para el aio
2011 la prevalencia de la region de diabetes mellitus era de 9.2 % entre adultos de edades de 20-
79 aios, el prondstico para el afio 2013 era mayor para la region de Latinoamérica que otras
regiones, con un 39.9 millones de casos, y una de las disposiciones mas graves es que el 45 % de

los pacientes no tienen conocimiento de su condicion de salud.

La diabetes mellitus se relaciona con el 12.3 % de las muertes totales en pacientes adultos,
donde un 58 % de los casos fueron pacientes menores a los 60 afos de edad. Las causas que mas
frecuentemente causan muerte entre los pacientes diabéticos son la cardiopatia isquémica y los
infartos cerebrales. Cabe destacar que la diabetes es la primera causa de ceguera, insuficiencia

renal y amputaciones (ALAD, 2013).

Epidemiologia de DM en Costa Rica.

La diabetes mellitus tipo 2 en Costa Rica surgié de forma emergente. Se debe tomar en
cuenta la tendencia de la poblacidon costarricense a seguir los patrones de los paises de primer
mundo, en los cuales la obesidad afecta aproximadamente a un 60 % de la poblacion. En los
ultimos 50 afios el perfil epidemioldgico ha variado considerablemente, las enfermedades cronicas
predominan sobre las enfermedades infectocontagiosas. Entre las enfermedades cronicas destacan

la diabetes mellitus tipo 2, siendo importante tanto en términos de morbilidad y mortalidad. Segin
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los datos del censo realizado en el afio 2000, alrededor de 134 000 habitantes padecian de esta

enfermedad (Alfaro et al., 2009).

La prevalencia en Costa Rica de pacientes con diabetes mellitus es muy alta, similar a la
prevalencia de paises industrializados. Un estudio publicado en 2003 evidencio la alta prevalencia
de diabetes mellitus tipo 2 en la poblacion de San Rafael de Heredia, dicho estudio se realizé con
una muestra de 281 personas (52.7 % mujeres y un 47.3 % hombres), con una media de edad de

los 38 afios y un indice de masa corporal promedio de 26.6 % (Hasbum-Fernandez, 2010).

La prevalencia de diabetes tipo 2 determinada por la muestra de glucemia en ayunas fue
del 6.4 %, ademas un 3.6 % de la poblacion tenia su glucemia en un rango prediabético definido
entre 110-125 mg/dL en ayunas. Los pacientes diabéticos de la muestra presentaban una
prevalencia de la obesidad del 73 %, considerada como un indice de masa corporal >27. Mientras
tanto los pacientes no diabéticos tenian una prevalencia de la obesidad del 40 %. En cuanto a la
hipertension arterial, fue de un 2.6 veces mas frecuente en pacientes diabéticos que en pacientes
sanos y de la poblacion solo la mitad de la misma refiri6 tener antecedentes familiares de diabetes

mellitus 2 (Hasbum-Fernandez, 2010).

El comportamiento de la diabetes mellitus fue en incremento en los afios 2012 al 2015 en
Costa Rica, pasando de 12.21 a 20.34 por cada 100 000 habitantes. Ademas, la prevalencia en las

mujeres fue mayor que en la de los hombres (INEC). Los mismos autores se refieren a la



34

distribucion a nivel nacional. En cuanto a la distribucion en el territorio, la provincia que destacod
con mayor registro de casos de diabetes para el tiempo comprendido del estudio fue Cartago,
seguida por Puntarenas, San José, Guanacaste, Alajuela, Heredia y finalmente Limo6n (Cubero y

Rojas, 2017).

La mortalidad debida a la diabetes mellitus en el territorio costarricense fue en aumento del
afio 2012 al 2015, donde se observo un incremento en la tasa de 5 puntos, pasando de un 14.14 a
20.34 por cada 100 000 habitantes. El uso del servicio de consulta externa que dispone la Caja
Costarricense del Seguro Social fue aprovechado por un total de 446 116 pacientes que padecen

de diabetes mellitus (tabla n.° 2) (Cubero y Rojas 2017).
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Tabla n.° 2. Distribucion de la estimacion de las consultas debido a diabetes mellitus por

afio, segun sexo y grupo de edad, 2012-2015 en Costa Rica

Sexo y| Aiio

Grupo de Edad 02 203 2014 2015
Total 443593 448056 443399  446.116
Ky 160017 170857 169366 170376
Menos de 20 254 U7 246 2230
20-44 N5 086 M 2705
45-64 85767 86576 85807 86294
65 y Mis 0668 59264 8764 59147
M 24306 274306 274306 274306
Menos de 20 3460 3516 3565 3575
20- 44 1349 361 33 37297
45-64 135803 136979 135206 136004
65 y Mis 07685 98926 97942 98693
Desconocido 171 168 167 171

Nota: Estimacion con base en la Encuesta Nacional de Consulta Externa 2012 (ENCE-

2012).

Fuente: C.C.S.S, Area de Estadistica en Salud.

Fuente: Cubero y Rojas, 2017, p. 215
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Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2

El tratamiento sugerido por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) consta de
monoterapia y terapia multiple de fdrmacos hipoglucemiantes acompanado de una rigurosa dieta.
El tinico medicamento de monoterapia es la metformina, como terapias de dos medicamentos se
le adjunta a la terapia un segundo tratamiento, como terapia triple es cuando el paciente no muestra
control sobre los niveles de glucosa por lo que se le recomiendan dos medicamentos sumado a un

tercero que le ayude a controlar los niveles de glucosa sanguinea (ADA, 2017) (figura 4).
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Figura n.° 4. Esquema terapéutico recomendado por la ADA para pacientes diabéticos tipo 11

Start with Monotherapy unless:

AIC is greater than or equal to 9%, consider Dual Therapy.

AIC is greater than or equal to 10%, blood o_cnomn .m nSsSa than or equal to 300 mg/dL,

or patient is markedly symptomatic, id Injectable Therapy (See Figure 8.2).
y
Monotherapy Metformin Lifestyle Management
EFFICACY* high
HYPO RISK low risk
WEIGHT neutral/loss
SIDE EFFECTS Gl/lactic acidosis
COSTS* low

If AIC target not achieved after approximately 3 months of monotherapy. proceed to 2-drug combination (order not
meant to denote any specific preference — choice dependent on a variety of patient- & disease-specific factors):

4

Dual Therapy Metformin + Lifestyle Management

sutonyures [ TRRRAIGIRGHGRAT] 0.4 vt TSR reuin cousad
EFFICACY* high high intermediate intermediate high highest
HYPO RISK moderate risk low risk low risk low risk low risk high risk
WEIGHT gain gain neutral loss loss gain
SIDE EFFECTS hypoglycemia edema, HF, fxs rare GU, dehydration, fxs Gl hypoglycemia
COSTS* low low high high high high

If AIC target not achieved after approximately 3 months of dual therapy, proceed to 3-drug combination (order not
meant to denote any specific preference — choice dependent on a variety of patient- & disease-specific factors):

Triple Therapy Metformin + Lifestyle Management

Sulfonylurea +

or  DPP-4-i

or GLPI-RA Insulin® Insulin® or  GLP-1-RA

Insulin® insulin®

If AIC target not achieved after approximately 3 months of triple therapy and patient (1) on oral combination, move to
basal insulin or GLP-1 RA, (2) on GLP-1 RA, add basal insulin, or (3) on optimally titrated basal insulin, add GLP-1 RA or
meaitime insulin, Metformin therapy should be maintained, while other oral agents may be discontinued on an Iindividual
basis to avoid unnecessarily complex or costly regimens (i.e..adding a fourth antihyperglycemic agent).

Combination Injectable Therap (See Figure 8.2)

2017

ion,

Diabetes Associati

1can

: Ameri

Fuente



38

Hipoglucemiantes orales.

Sulfonilureas.

Son muy utilizadas para el tratamiento de la DM2. Hasta el momento se cuenta con una
gran variedad de firmacos tanto de primera como de segunda generacidon y hasta una tercera
generacion. Todas son arilsulfonilureas sustituidas que difieren por sustituciones en la posicion
para del anillo benceno y en un residuo de nitrogeno a la mitad de la urea. Su receptor diana son

los canales de Katp (Lorenzo, Moreno, Lizasoain, Leza, Moro y Portolés, 2008).

Las sulfonilureas son de primera eleccion para pacientes que padecen DM2 que no
presenten obesidad. Su mecanismo de accion es que estimulan a las células beta pancreaticas para
secretar insulina. Lorenzo et al. (2008) enlistan los farmacos segun su familia: primera generacion:
acetohexamida, clorpropamida, tolazamida y tolbutamida; segunda generacion: glibenclamida,

glicacida, glipentida, glipicida y gliquidona; y, finalmente, de la tercera generacion: glimepirida.

Andlogos de las meglitinidas.

Su mecanismo de accion es capaz de estimular a las células B pancreéticas, encargadas de

la secrecion de insulina. Al igual que las sulfonilureas provoca el cierre de los canales de Karp,

uniéndose a la subunidad SURI1 y estimulando la secrecion de la insulina de una manera similar
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que las sulfonilureas, sin embargo, debido a las diferencias estructurales entre las meglitinidas y

las sulfonilureas, se les confiere propiedades farmacocinéticas distintas (Lorenzo ef al., 2008).

Las meglitinidas presentan un tiempo de vida media menor con respecto a las sulfonilureas.
Ademaés de tardar menor tiempo en producir el efecto esperado, las meglitinidas reducen la
glicemia en periodos posprandiales (después de la ingesta de algin alimento). Los dos farmacos
pertenecientes a los andlogos de las meglitinidas son la rapaglinida y la nateglinida, ambas son

metabolizados por el higado mediante el CYP3A4 (Lorenzo et al., 2008).

Biguanidas.

La metformina es un medicamento que no ejerce accion sobre el pancreas, sino que su
mecanismo de accidén se basa en que potencia el efecto de la insulina en los tejidos adiposo y
muscular, aumenta la afinidad de los tejidos a la absorcion de glucosa, ayuda a los tejidos a
sensibilizarse a la accion de la insulina, reduce la resistencia a la insulina, inhibe Ila

gluconeogénesis y antagoniza los efectos del glucagon (Lorenzo et al., 2008).

En los afios 1950 se introdujeron la fenformina y la buformina, esta ultima tuvo un uso muy
limitado y la fenformina se dejé de utilizar alrededor de los afios 1970 debido a los reportes

relacionados a reacciones adversas por acidosis lactica (Goodman y Gilman, 2007).
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Tiazolidinedionas.

Las tiazolidinedionas tienen la capacidad de disminuir la hemoglobina glucosilada en un
0.5 % en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Se puede utilizar en terapia con otros
hipoglucemiantes, tanto orales como con insulina. Histdricamente se utilizaron tres compuestos
diferentes pertenecientes a esta categoria la troglitazona, rosiglitazona y la pioglitazona; la

troglitazona fue prohibida debido a sus altos efectos hepatotoxicos (Goodman y Gilman, 2007).

Inhibidores de la glucosidasa a.

Los inhibidores de la glucosidasa a inhiben la absorcion a nivel intestinal de almidon,
dextrina y disacaridos mediante su capacidad inhibitoria de la glucosidasa a a nivel intestinal. Esta
enzima, al verse inhibida, lentifica la absorcion de carbohidratos, debido a esto los inhibidores de
la glucosidasa a se utilizan para disminuir la concentracion plasmatica de glucosa posprandial

(Goodman y Gilman, 2007).

Este grupo farmacolégico no estimula la liberacion de insulina, por ende, el paciente no se
expone a hipoglucemia. Por esto se aprovecha su empleo en terapias para pacientes ancianos o
pacientes que presenten hiperglucemia posprandial. Cabe destacar que los inhibidores de la
glucosidasa o se utilizan como terapia combinatoria con otros anti hipoglicemiantes orales,

insulina o ambos (Goodman y Gilman, 2007).
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Incretinas.

Hace mas de 40 afios unos investigadores observaron que la administracion de glucosa por
via oral, en comparacion por via intravenosa, producia mayor produccion de insulina.
Investigaciones posteriores identificaron 2 hormonas (Goodman y Gilman, 2007) mediante la
purificacion de los elementos, capaces de disminuir la glucosa; estos fueron compuestos existentes
en extractos de intestino realizados por La Barre, dandole el nombre de Incretin (La Barre y Zunz,

1929).

Las hormonas reciben el nombre de “glucopéptido insulinotropico dependiente de glucosa”
(GIP) y el “péptido glucanoide” (GLP-1). GIP es una proteina de 42 aminoacidos secretada por las
células K en las porciones superiores del intestino delgado; GIP tiene una forma de preproGIP, una
cadena de 153 aminoacidos que debe ser reducida a su forma activa de GIP (figura 5), la cual
estimula la secrecion de insulina en pacientes sanos y se definié que acta directamente sobre los

islotes pancreéticos (Daisuke, Fukushima y Seino, 2011).

La GLP-1 se encuentra en su forma inactiva en una cadena larga de 160 aminoacidos, la
cual debe ser reducida a una cadena de 31 aminoécidos producida a partir del proglucagéon y
secretada por el intestino en porciones mas inferiores y colon en las células L, con capacidad de

estimular la secrecion de insulina como su homoéloga la GIP (Daisuke et al., 2011).



42

Figura n.° 5 Muestra a los precursores tanto de la GLP-1 como de la GIP antes de ser convertidos en una

cadena de aminoacidos mas corta con funcion hormonal
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Fuente: Daisuke et al., 2011

Las incretinas comparten propiedades en comun y diferencias bioldgicas; las similitudes y
diferencias en el proceso de secrecion y metabolismo, asi como sus acciones insulinotropicas en

las células beta del pancreas y sus funciones no insulinotrédpicas (figura 6) (Daisuke ef al., 2011).
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Figura n.° 6. Diagrama de los efectos insulinotropicos y no-insulinotropicos de la GIPy la GLP-1
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En cuanto a su metabolismo, ambas incretinas son rapidamente degradadas por la enzima
DPP-4, siendo su tiempo de vida media de 4-5 minutos para GIP y de 2-3 minutos para GLP-1
(figura 7). Daisuke et al. (2011) determinan que el sitio de reconocimiento de la enzima DPP-4 es
en el extremo N-terminal de ambas hormonas, realizando un corte en el segundo aminoacido del
extremo N-terminal y obteniendo como productos finales GIP (3-42) y GLP-1 (9-36) NH> (Kiefter,

Mclntosh y Pederson, 1995).

Segun Ahn et al. (2014), el tiempo de vida media de la GLP-1 es muy corto debido al rapido
metabolismo realizado por proteasas tales como DPP4 y endopeptidasa neutral 24.11 (NEP 24.11);

esta tiltima corta en multiples regiones, particularmente en los enlaces peptidicos en Glu?’-Phe?®,
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Trp!-Leu?, Asp'3-Val'e, Ser!8-Tyr!?, Tyr!'>-Leu®® y Phe28-11e29. No obstante, la degradacion de

la GLP-1 mediada por la DPP-4 es la mayor causa de pérdida de funcionabilidad de la GLP-1.

Figura n.° 7. Secrecion y metabolismo de las Incretinas

v At Nutnents

0ua_>

Small
intestine

a a L cells

Secretion

Incretin effect Incretin effect
(+) (=)
' D
t
IP(1-42) 12 IP(3-42
EG;;;(:::: 4-5 min G;;:(H::::)
e+ B N i ++4+<-
GLP-1(7-37) - GLP-1(9-37)
GLP-1(7-36)NH,) |2-3min ~(GLP-1(9-36)NH,
Inactivation Renal
excretion

Fuente: Daisuke et al., 2011



45

Andlogos de la GLP-1.

La administracion de la GLP-1 nativa via subcutanea a pacientes con diabetes mellitus tipo
2 disminuye rapidamente los niveles de glucosa posprandial y los niveles de hemoglobina
glucosilada de manera efectiva; también ayuda a la pérdida de peso (Drucker y Lovshin, 2009). A
diferencia de otras drogas para la diabetes, los efectos insulinotropicos de la GLP-1 son
autolimitados, ya que su efecto desaparece una vez que los niveles de glucosa son llevados a un
rango normal, reduciendo el riesgo de hipoglicemia. Las propiedades farmacocinéticas de las GLP-
1 modificadas en el laboratorio tienden a variar segin el producto farmacéutico y las

modificaciones que se hayan realizado (tabla n.° 3).

GLP-1 regula la elevacion de la glucosa posprandial mediante varios mecanismos:
promueve la expresion génica de la insulina por medio del estimulo a las células pancreéticas,
estimula las células beta del pancreas a la proliferacion celular y la neo-génesis, inhibe la apoptosis
de las células beta del pancreas y bloquea la liberacion de del glucagon. También retarda el vaciado
gastrico e induce a la saciedad, lo que lleva a la disminucion del peso corporal. La terapia con

GLP-1 parece ofrecer ademas efectos cardioprotectores (Jung-Mo y Manandhar, 2014).

Exenatide (Byetta).

La exenatide es el primer agonista de GLP-1 que fue aprobado para el uso como tratamiento

para la diabetes tipo 2. Exenatide es la forma sintética de la proteina natural, la cual se encuentra

en el monstruo de Gila (Haloderma suspectum), péptido de nombre exendin-4. Este tiene
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semejanza en un 50 % con la incretina humana GLP-1 y se une de manera potente al receptor de
la GLP-1. La exendin-4 contiene una glicina en la posicién 2, lo cual lo hace resistente a la

degradacion por la DPP-4 (Drucker y Lovshin, 2009).

Bydureon (exenatide LAR).

La formulacion del bydureon permite la administracion de manera semanal. Es una
formulacion basada en tecnologia de microesferas, que incorpora la sustancia medicamentosa en
una matriz en un polimero biodegradable, permitiendo su liberacion lenta a lo largo del tiempo

mediante una administracion subcutanea (Gupta, 2013).

Liraglutida

Debido al éxito que obtuvo la exenatide, se acelerd el desarrollo de un nuevo agonista con
propiedades farmacocinéticas optimizadas para una dosis de una sola administracion al dia o una
vez a la semana. La liraglutida es una modificacion de la GLP-1 humana que contiene un cambio
en el aminoacido 34 de la cadena original y también se adicion6 una cadena de acido palmitico.
Estas modificaciones facilitan la interaccion entre la liraglutida a la albumina sérica, lo cual hace

que los niveles plasmaticos permanezcan estables por mas de 13 horas (Drucker y Lovshin, 2009).
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Formas modificadas de la exenatide.

La AVE0O010 es una forma modificada de la Exendin-4 con residuos de lisina al carboxi-
terminal, en la fase IIb, dosis-rango. Se estudié en 542 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que
se encontraban inadecuadamente controlados solo con metformina. Los pacientes fueron tratados
por 13 semanas con dosis escalonadas (5ug, 10 ug, 20 ug o 30 ug) una vez al dia o dos veces al dia
o con placebo. Los datos observados de la hemoglobina glucosilada con base en tratamiento de
una vez al dia, fueron reducciones de (0.28-0.57 %) y dos veces al dia de (0.47-0.69 %). En la

actualidad se encuentra en investigacion fase III (Drucker y Lovshin, 2009).

Albiglutida.

La albiglutida es un agonista recombinante de larga duracion que consiste en 2 proteinas
enlazadas entre una GLP-1 de humano modificada con una proteina de albumina sérica. Esta
estructura le confiere la capacidad de ser administrada de manera semanal. A pesar de lo
relativamente grande que es la albiglutida, los estudios en roedores demostraron ser capaces de
activar el GLP-1R de forma satisfactoria (Drucker y Lovshin, 2009). Los efectos secundarios mas
comunmente observados son ndusea, vomitos, dolor de cabeza, mareo, nasofaringitis, dolor de

espalda, infecciones del tracto respiratorio a nivel superior y reacciones cutdneas.
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Tapsoglutida.

Es una proteina de GLP-1 basada en sustituciones en las posiciones 8 y 35 por acido
aminoisobutirico, lo cual le confiere resistencia a la degradacion. Una formulacién basada en zinc
de tapsoglutida la hace capaz de ser administrada semanalmente. Drucker y Lovshin (2009)
sefialan que comparte un 93 % de homologia con la GLP-1 nativa y es muy resistente a la
degradacion de la DPP4; también se identifico que disminuye los niveles de hemoglobina

glucosilada en 1.1 % (Gupta, 2013).

Lixisenatide.

Es un agonisata del receptor de GLP-1 de 44 aminoacidos, basado en la estructura del
exendin-4, es desarrollado por Sanofi Aventis bajo la licencia de Zealand Pharma. El segmento C-
terminal es modificado con un residuo de seis lisinas, lo que le confiere resistencia a la degradacion

por la DPP4 (Gupta, 2013).

Dulaglutide.

La dulaglutide es un andlogo de la GLP-1 que estd covalentemente unido a un fragmento
de la inmunoglobulina clase 4 (IgG4). Esta combinacion le brinda a la proteina mayor proteccion
contra la DPP4 y disminuye el aclaramiento renal por el tamafio resultante de esta proteina fusion
(peso molecular=59.7 kDa). Entre sus efectos adversos se enlistan nauseas, diarrea y distencioén

abdominal (Gupta, 2013, pp. 415, 417).
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Otros agonistas de larga duracion de la GLP-IR.

En estudios clinicos se encuentra la CJC-1134-PC, una proteina que contiene un péptido
de Exendin-4 enlazada de manera covalente con una molécula de albumina sérica (Drucker y
Lovshin, 2009). Datos de la fase I/II demostraron un perfil de tolerabilidad positiva y eficacias
iniciales demuestran reduccion de glucosa con una dosis semanal, este producto es altamente
soluble, su via de administracion es subcutidnea y se utiliza una formulacion precargada de un

pequefio volumen utilizando agujas de pequefio calibre (Conjuchem s.f).

La VRS-859 tiene el mismo mecanismo de accion que la exenatide, solo que con un tiempo
de vida media proyectada sustancialmente mas prolongada (139 horas) y una potencia in vivo mas
sostenida (control glucémico prolongado) que la exenatida u algin otro andlogo de la GLP-1. VRS-
859 es seguro y bien tolerado a las dosis mas altas probadas en ratones (50 mg/Kg) y monos (35
mg/Kg) en estudios toxicologicos. Cuando se combina con resultados previos, el perfil de
seguridad preclinica de la VRS-859 respalda el ensayo clinico actual disefiado para demostrar la
seguridad y el mantenimiento del control glucémico a partir de una sola dosis mensual en pacientes

con diabetes mellitus tipo 2 (Versatis, 2010).



Tabla n.° 3 Informacion farmacocinética de algunos analogos de la GLP-1

Table 1: Pharmacokinetics of Glucagon-like peptide-1

analogues
Manufacturer Dosage Plasma Excretion
half-life
Exenatide Elililty / 5 mcg bid to 2.4nr Renal
(approved Amylin 10 mcg
2005; bid s/cC
USFDA)
Liragiutide NovoNordisk 0.6 mg to 13 hrs Metabolized
{approved 1.8 mgs/c by DPP4 and
2010; once a day endopeptidase
USFDA) (not renally
excreted)
Exenatide Elilly / 2 mg /week 25.4 nr Renal
LAR Amylin s/cC (4 days)
(approved
EU, 2011)
Taspoglutide Roche Halted by Roche because of
(naited) gastrointestinal and hypersensitivity
reactions
Lixisenatide Sanofi Uncertain 2-3 nrs Renal {(30%
Aventis (probably reduced
20 mcg/ clearance
day) with GFR
< 30 mil/mt)
Albiglutide Gilaxo- Uncertain 6-8 days
Smith-Kline {(probably
30 mg/
week)
Dulaglutide Elilly Uncertain 90 hrs
(once a
week)

Fuente: Gupta, 2013, p. 416
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Biotecnologia

La biotecnologia es el uso de los organismos vivos, o los productos de los mismos, para el
beneficio humano (o beneficio de su entorno) con el fin de desarrollar un producto o resolver un
problema, la misma puede responder a muchas disciplinas y se puede aplicar para resolver diversos

campos de las ciencias (Palladino y Thieman, 2017) (figura 8).
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Figura n.° 8. Arbol de la biotecnologia: disciplinas que contribuyen en la biotecnologia
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La biotecnologia abarca un amplio campo de estudio y diversas aplicaciones. Los productos
de la biotecnologia moderna van desde vacunas hasta la obtencion de insulina, que fue el primer
producto de la biotecnologia para el aprovechamiento en humanos. Ademas, ayuda a la sintesis de
farmacos. Muchos de los productos de la biotecnologia para el aprovechamiento en humanos son

para el tratamiento del cancer (Palladino y Thieman, 2017).

Desde el afio 2000 a.C. se realizaron estudios biotecnoldgicos por civilizaciones como la
china, griega, romana, babildnica y egipcia. Desde la antigiiedad, los seres humanos utilizaban la
biotecnologia para mejorar la produccion de cultivos y ganado. Para el afio 1928, Alexander
Fleming descubri6 que el moho Penicillium era el responsable de inhibir el crecimiento de la
bateria Staphylococcus aureus que provoca enfermedades cutaneas en el hombre. Luego, por
medio de distintos trabajos e investigaciones, se llevo a cabo el descubrimiento y la purificacion

de la penicilina antibidtica (Thieman y palladino, 2010).

Desde los afios 1960 hubo un desarrollo muy rapido de la biotecnologia, debido al
descubrimiento de la estructura y funcion del ADN, y por medio de la ingenieria genética se logro
manipular el ADN de un organismo. Esta técnica se conoce como tecnologia del ADN
recombinante y se utiliza para producir, por ejemplo, proteinas como la insulina, la hormona del

crecimiento y factores coagulantes.

La biotecnologia no es una disciplina de estudio unico y limitado, sino que depende de
muchas contribuciones de distintas areas. Entre las disciplinas de la biotecnologia, se encuentran:

informatica, ingenieria quimica, matematicas, biologia molecular y celular, fisica, genética,
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bioquimica, inmunologia, estadistica y microbiologia que realizan estudios de investigacion en los
organismos vivos tanto bioquimicos, como moleculares y genéticos (figura 8) (Thieman y

Palladino, 2010).

Aplicaciones de la biotecnologia

Las areas en las que se desarrolla la biotecnologia son la ingenieria genética, las
medioambientales y las acudticas, como por ejemplo la agricultura, biorremediacion,
modificaciones transgénicas, bioextracciones y desarrollo de firmacos. Su regulacién en cuanto a
aprobacion y supervision, es por medio de los entes reguladores de los Estados Unidos de América:
Food and Drug Administratios (FDA), Eviromental Protection Agency (EPA), U.S. Department of
Agriculture (USDA) y Occupational Safety and Health Administration (OSHA) (figura 8)

(Thieman y Palladino, 2010, p. 5).

En el 4rea forense se aprovecha la biotecnologia en la deteccion de enfermedades genéticas,
en la identificacion de especies y en las pruebas de huellas para la identificacion del ADN. En el
area farmacéutica se aprovecha la biotecnologia en la biofarmacia, terapia génica, pruebas
genéticas, tecnologia de la fermentacion y cuidado de la piel (Thieman y Palladino, 2010). Como
se puede observar, la biotecnologia se utiliza tanto en las areas para uso humano como en la

microbiologia, agricultura y biologia marina (Thieman y Palladino, 2010).
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A nivel de la industria farmacéutica, en Estados Unidos alrededor de 65 compaiias
biotecnologas estan trabajando en conjunto, por ejemplo la empresa Genetech en el afio 1982
obtuvo la aprobacion para la fabricacion del primer producto biotecnologico usado en la diabetes
(insulina recombinante). Hoy existen muchos productos desarrollados por medio de la
biotecnologia como lo son las vacunas, productos para el derrame cerebral, diabetes y cancer

(Thieman y Palladino, 2010).

Muchos de los productos son producidos mediante proteinas recombinantes, las cuales son
creadas por técnicas de clonacion de genes implicados en la transferencia genética de un organismo
a otro, como genes humanos que se insertan en las bacterias para generar las proteinas

recombinantes utilizadas en el tratamiento de enfermedades (Thieman y Palladino, 2010).

Biologia sintética

La biologia sintética es una ciencia no tan antigua, ya que desde hace muchos afos los
cientificos alteran el material genético tanto de plantas como animales con el fin de crear nuevas
especies. Sin embargo, es necesario diferenciar la ingenieria genética de la biologia sintética. El
objetivo de la biologia sintética es disefar nuevos sistemas genéticos utilizando partes que ya

fueron estandarizadas (Choffnes, Pray y Relman, 2011).

El término de biologia sintética es utilizado en diversos d&mbitos, se entiende como aquella
ciencia que combina tanto la biologia, la ingenieria, el disefio, la construccion o la adaptacion del

ADN u otras estructuras biolodgicas en bloques de construccion estandarizadas e intercambiables
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para poderlos utilizar en la creacion de sistemas genéticos que van a tener una funcion especifica

segun el disefo que se le haya asignado (Choffnes et al., 2011).

La biologia sintética es una ciencia interdisciplinaria donde principios de genética,
roboética, nanotecnologia, biologia de sistemas, ingenieria y biologia computacional pueden ser
aplicados en conjunto para estudiar, manipular o introducir a un circuito genético a un chasis para
varias aplicaciones; con el proposito de crear organismos sintéticos con funcionabilidad definida
por el usuario a beneficio de la sociedad humana. La construccion de un circuito genético
personalizado, robusto y confiable requiere de partes estandarizadas, es decir: promotores,
reguladores, reporteros, unidades de traduccion, terminadores, chasis, entre otros (Chung, Bhatia

y Jain, 2015, p. 300).

La biologia sintética, al igual que muchas areas de la ciencia e investigacion, se beneficia
de los avances tecnologicos y del internet, ya que gracias a estos se desarrolla una base de datos
en linea llamada Registry of Standard Biological Parts, que posee informacién genética
actualizada con mas de cinco mil BioBricks, donde cada uno de las biopartes contiene una
secuencia de ADN con caracteristicas particulares que permiten ensambles sistematicos. Esta base
de datos esta conformada por informacién actualizada que aportan los estudiantes e investigadores

de diferentes paises (Aguilar, Angeles, Trujillo y Véldez, 2012).

Otra herramienta computacional es From Metabolite to metabolite, que permite disefiar
nuevas rutas metabolicas y predice el funcionamiento genético para asi saber si el proyecto va a

funcionar y llevarlo al laboratorio para crearlo; sin embargo, esto no significa que el circuito
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genético funcione en el organismo una vez introducido pues todos los sistemas bioldgicos son

complejos (Aguilar et al., 2012).

Para la expresion de una proteina, se debe contar con cuatro partes fundamentales: un
promotor para iniciar la transcripcion; un sitio de union de ribosoma para iniciar la traduccion; una
secuencia de proteina por codificar; y un plasmido. Estas cuatro partes de ADN fueron
estandarizadas por profesionales en biologia sintética conocidas como BioBricks o partes
bioldgicas para que el ensamblaje pueda ser simple (asemejado al juego del lego) (Forster,

Gullberg y Liljeruhm, 2010).

BioBricks o partes biologicas.

Una parte bioldgica (o simplemente, parte) es una secuencia de ADN que codifica una
funcion bioldgica, por ejemplo, promotores o secuencias de codificacion de proteinas. En su forma
mas simple, es una parte basica, una unidad funcional inica que no puede ser dividida en unidades

funcionales mas pequenas.

Son partes basicas que se pueden ensamblar entre si para formar piezas de materiales
compuestos mas complejos, que a su vez se interrelacionen para que puedan ser operados por
células vivas (iIGEM, s.f.), con la finalidad de mejorar la compatibilidad y acceso a piezas

estandarizadas.
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Los investigadores de todo el mundo iniciaron un registro de partes estandarizadas o

BioBricks que proporcionan una lista de elementos genéticos estandarizados que se han construido

hasta el momento (Chung et al., 2015).

Normas de montaje de los BioBricks.

Una parte es compatible con un estandar de montaje, siempre y cuando su secuencia cumpla

con los requisitos de dicho estandar de montaje; esto significa que la parte no tiene ningun sitio de

restriccion que pueda interferir con el montaje. Se hace referencia a los sitios de restriccion como

“ilegales” (iGEM, s.f.).

Meétodos de montaje.

Es el proceso fisico de la combinacion de dos o mas muestras basicas o compuestos de

piezas entre si en serie para formar una pieza de material compuesto mas grande (IGEM, s.f.).

Tipos de partes.

Promotores.

Un promotor es una secuencia de ADN que tiende a liderar la transcripcion de una

secuencia mas larga de ADN (iGEM, s.f.).
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Ribosome binding sites.

Es una secuencia de ARN encontrada en el ARNm que le da la sefial al ribosoma al cual se

une para iniciar la replicacion (iGEM s.f.).

Terminadores.

Un terminador es una secuencia de ARN que por lo general se produce al final de un ARNm

del gen u operon y hace que la transcripcion se detenga (iIGEM s.f.).

Cadenas principales de plasmido.

Un plasmido es una molécula circular, de doble cadena de ADN que contiene tipicamente
unos cuantos pares de bases mil que se replican dentro de una célula independientemente del ADN
cromosomico. Un esqueleto del plasmido se define como la secuencia del plasmido comenzando
con el sufijo BioBrick, incluyendo el origen de replicacion y el marcador de resistencia a los

antibidticos, y terminando con el prefijo BioBrick (1IGEM s.f.).

Aplicacion en la farmacia de la biologia sintética.

Hoy las industrias farmacéuticas estan interesadas en la produccioén biofarmacéutica, que

se refiere a la combinacion terapéutica de proteinas y de productos basados en acidos nucleicos,

también existen productos basados en células y tejidos (Glieder, Hartner y Vogl, 2013, p. 1).
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La biologia sintética se ha utilizado desde afios atrés. En el 2003 el Dr. Keasling utilizé el
microorganismo E. coli como percusor de la artemisinina para el tratamiento de la malaria, en
donde la E. coli fue modificada genéticamente, se le introdujo informaciéon genética codificante
para las enzimas que estan involucradas en la via metabolica del mevalonato de la levadura S.
cerevisiae y el gen que codifica la enzima amorfadieno sintetasa, lograndose producir amorfa-1,
11-dieno, que es el compuesto a partir del que se puede sintetizar el medicamento en la bacteria

(Aguilar ef al., 2012).

Asimismo, en el 2006 el Dr. Keasling report6 la produccion de acido artemisinco en la S.
cerevisiae que es otro precursor del medicamento para la malaria. Esta molécula necesita menos
modificaciones quimicas para poder obtener el farmaco. Lo anterior se logrd gracias a la
modificacion de la regulacion de la via del mevalonato y la introduccidn de dos genes de Artemisia

annua en la levadura (Aguilar ef al. 2012).

Gracias a la biologia sintética, se crearon disefios para poder combatir infecciones virales
y microbianas que son resistentes a los tratamientos convencionales, lo cual se desarrollé por
medio del disefio y construccion de diferentes microorganismos, por ejemplo, la modificacion
genética de la E. coli Nissle 1917, para que se pudiera sintetizar el autoindicador CAI-17 que
promueve la inhibicion de los genes de virulencia de la Vibrio cholerae, del cual se hicieron
estudios en ratones, en los que se disminuyd la colonizacion del virus, aumentando la

supervivencia en los ratones infectados en un 85 % (Aguilar ef al., 2012).
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Desarrollo actual de la biologia Sintética en Costa Rica.

Prostal.

Prostal es un proyecto que pretende desarrollar un sistema de diagndstico para la deteccion

del cancer de prostata mediante métodos no invasivos, el cual consiste en el disefio de una bacteria

que, a partir de una muestra de orina, se detecta la presencia del carcinoma (Tecnologico de Costa

Rica, 2016, parr. 2).

Magenta biolabs.

Disefia mediante la biologia sintética la produccion de acido hialurdnico, el cual tiene

muchas aplicaciones y aprovechamientos tales como cosméticos para prevenir el envejecimiento,

hidratantes de piel y para pacientes que padecen de artritis, entre otros (Dittel, 2016, parr. 2).

Hemoalgae.

Un proyecto basado en la biologia sintética para producir anticoagulantes en microalgas

con la finalidad de abaratar los procesos de fabricacion (Umaiia, 2017).
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Cibus 3.0

Es un grupo tanto de estudiantes como de egresados del Instituto Tecnologico de Costa
Ricay la Universidad Nacional de nacionalidad costarricense, quienes se encuentran desarrollando
un proyecto de biologia sintética. Su objetivo es de producir biodiésel a partir del suero de la leche,
utilizando bacterias para la transformacion del mismo. Se desarrolla dentro del marco del iGEM,

una competencia mundial de biologia sintética (Cibus 3.0., s.t.).

Retos de la biologia sintética.

Uno de los retos que se plantea en esta area es la bioseguridad, ya que en todos los paises
se deben de crear, revisar y discutir los marcos regulatorios para los nuevos organismos y saber
que esto se desarrolla con objetivos beneficiosos para la poblacion, pues se mejora el tratamiento

de diversas enfermedades y la produccion de diferentes energias renovables (Aguilar et al. 2012).

Otro de los retos que presenta esta ciencia es el interés de si existe la posibilidad de la
creacion descontrolada de patogenos que puedan causar graves dafios tanto a la poblacion como al
medio ambiente. Por lo tanto, existe el temor de que alguna nacion por problemas bélicos pueda
transformar los patdogenos en armas bioldgicas. Debido a esto, se deben de aplicar acuerdos y

tratados internacionales rigorosos que sean efectivos (Murray, 2014).

A nivel bioético, segin el informe Principio para la supervision, la biologia sintética

presenta riesgos sanitarios, ambientales, de seguridad, econdmicos, sociales y éticos, por lo que se
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insiste en que se aplique con debida precaucion, siempre dandole seguimiento y controlando los

estudios que se realicen (Murray, 2014).

Organismos modelos o “chasis”.

La biologia sintética retine dos entidades separadas: un programa (la extension conceptual
de un programa genético) y un chasis (la extension conceptual de la célula viva). La biologia
sintética debe tomar en cuenta el chasis utilizado para expresar los disefios humanos (Danchin,
2012). En primer lugar, se define el término organismo artificial y organismo sintético. Deplazes
y Huppenbauer (2009) sefialan que los términos artificial y sintético tienen una definicion similar.
Ambos adjetivos se refieren a algo que ha emergido de una sintesis artificial. No obstante, el
término artificial acentia que el tema en cuestion ha sido hecho por el ser humano, algo opuesto a
lo natural; sintético enfatiza que el tema en cuestion proviene de la sintesis (implica también que
es algo que el humano hizo). Ambos términos son usados en conexion con la vida, organismo y
célula. Asi como el término de vida artificial se refiere a otras tecnologias mas relacionadas con
inteligencia artificial, un organismo sintético puede ser un organismo que ha sido sintetizado por
el humano. Para producir un organismo que lleve la carga y exprese el genoma como tal, se debe
aplicar una metodologia de reemplazo de genoma, en la cual el genoma de una bacteria existente

es reemplazado por el genoma sintético (Deplazes y Huppenbauer, 2009).
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Se puede argumentar que la biologia sintética se fundamentaba en un conjunto muy
pequefio de organismos domesticados en el laboratorio, principalmente utilizando Escherichia coli
y Saccharomyces cerevisiae. Estos organismos penetraron en el mundo de la biologia molecular e
ingenieria genética porque se adaptaban a condiciones de laboratorio, donde las tasas de
crecimiento son altas y la abundante produccion de proteinas se tomaron en cuenta. Se convirtieron
asi en los mejores microorganismos para ser utilizados como chasis para el desarrollo de biologia
sintética, ya que este campo crecio fuera de biologia molecular e ingenieria genética. Sin embargo,
es cada vez mas claro que estos no son los chasis ideales para que las capacidades de la biologia

sintética avancen en medicina, academia, industria y gobierno (Adams, 2016).

En la industria farmacéutica la terapia basada en proteinas actualmente se encuentra en un
rapido crecimiento. Desde la introduccion de la primera proteina recombinante humana, la
insulina, numerosas proteinas fueron aprobadas para el tratamiento terapéutico en humanos,
incluyendo eritropoyetina, varios interferones, factores de coagulacion humana y anticuerpos
monoclonales. La informacion del chasis provee el contexto que va a posibilitar leer la
programacion e interpretar y tomar acciones. Este tipo de informacion indica una gran variedad de
propiedades: formas, dindmicas y flujos que muestran relaciones entre los componentes de “la

maquina” y entre la maquina y el medio ambiente (Danchin, 2009).
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CAPITULO III. MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se hace alusion acerca del tipo de enfoque en el que se centra la
investigacion, ademas se habla del disefio, objetos de estudios y variables del mismo. También se
mencionan los procedimientos para la obtencion del producto final de la modulacion de la proteina
en estudio.

Enfoque

Segun Herndndez, Fernandez y Baptista (2014), el enfoque cuantitativo presenta un
conjunto de procesos, el mismo es secuencial y probatorio. Las etapas del método cuantitativo no
pueden ser obviadas o evitar sus pasos. La estructura de dicho método debe ser riguroso y los
resultados de los métodos son medibles y/o cuantificables. La finalidad es demostrar la

funcionalidad del método.

La investigacion se realiza bajo un enfoque cuantitativo, porque se debe llevar a cabo un
exhaustivo analisis de las proteinas, asi como los cambios que se les efectiien, o proteinas que se
pueden enlazar a la proteina andloga, para la culminacion con una hormona que satisfaga las

necesidades del investigador de manera in silico.

Diseio

Hernandez et al. (2014) mencionan que en el enfoque cuantitativo se deben utilizar disefios

para analizar las hipotesis hechas por el investigador en un campo de estudio en particular. El
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disefio, ademas, sirve para concretar las hipdtesis elaboradas anteriormente en pro de los objetivos

planteados para la investigacion que se desarrolla.

El disefio es el plan para obtener la informacién con el proposito de responder el
planteamiento del problema. De esta manera, se formula la resolucién del problema planteado,
siguiendo disefios de modulacioén de proteinas ya establecidos con ayuda de paginas de internet

especializadas en este tipo de estudios.

La investigacion se enfoca en un disefio cuantitativo no experimental, que es definida,
seguin Hernandez er al. (2014), como “la investigacion que se realiza sin manipular
deliberadamente variables. Es decir, se trata de estudios donde no se varia en forma intencional las

variables independientes para ver su efecto sobre otras variables”.

Ademas, es de tipo transeccional, correlacional-causal. En este tipo de disefios el
investigador toma los datos en un solo momento con el proposito de analizar su interrelacion. La
causalidad se establece por el investigador en a raiz de su hipotesis, fundamentado en revision de

literatura, son estudios que da la capacidad de predecir el comportamiento (Hernandez et al., 2014).

Objeto de estudio

La investigacion pretende disefiar un modelo de expresion génica por medio de programas

computacionales, estudiando las diferentes variables, chasis y cambios potenciales por efectuar



67

sobre la GLP-1. Esta investigacion se realiza en la Universidad Internacional de las Américas,

ubicada en San José, Costa Rica.

Variables

Variable Definicion conceptual Definicion Definicion operacional
instrumental

Estructura de | Se conoce como el material | Proporcionado por | Se analizan las probabilidades

ADN genético de un individuo, se | Integrated DNA | de realizar cambios a nivel
encuentra dispuesto | Technologies. genético del microorganismo.
mediante un orden
establecido.

Andlogo de | Hormona incretina, la cual | Definido por paginas | Se  determinan  posibles

incretina tipo

GLP-1

tiene un importante papel en
el manejo o control de la

glucosa.

de internet como

NCBI, Protein Data

Bank y uniprot.

cambios que se le puedan
efectuar a la hormona para
obtener al final una proteina
nueva que, con apoyo en
evidencia cientifica, sea

guiada a un tiempo de vida

media mayor.
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Chasis Es el organismo que lleva el | Obtenido de fuentes | Se determina cudl es el chasis
peso de la informacion | confiables de | que mejor se ajusta a los
genética. informacion. requerimientos de la

investigacion.

Promotores | Un promotor es wuna | Es obtenido de la base | Discriminar de una base de
secuencia de ADN, la cual | de datos de BioBricks | datos el promotor por utilizar.
lidera la transcripcion de la | del iGem,org.
secuencia de ADN.

Terminador Son partes genéticas que | Es obtenido de la base | Discriminar de una base de
usualmente aparecen al [de datos de partes |datos el terminador por
final de un gen u operacion | BioBricks del | utilizar.
en funcién a terminar su | iGem,org.
replicacion.

RBS Sitio de union ribosoémica, | Es obtenido de la base | Discriminar de una base de

(Ribosome es una secuencia de ARN |de datos de partes | datos el RBS por utilizar.

binding site) | que se encuentra en el | BioBricks del
ARNm, al cual los |iGem,org.
ribosomas se unen para
iniciar la traduccion.

Plasmido Fragmento de ADN de | Sera obtenido de la | Discriminar de una base de

doble hélice, el cual se

base de datos de partes

datos el plasmido por utilizar.
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encuentra en el citoplasma

de las bacterias y levaduras.

BioBricks del

iGem,org.

Linker

Secuencia de aminoacidos
utilizadas para la

combinacion de proteinas.

Es obtenido de la base

de datos de partes
BioBricks del
iGem,org.

Discriminar de una base de

datos el Linker por utilizar.

Péptido senal

Secuencia de aminoacidos

Es obtenido de la base

Discriminar de una base de

de aproximadamente 16-30 | de datos de partes | datos el péptido sefial por
aminoacidos, la misma es | BioBricks del | utilizar.
una sefializacion para el | iGem,org.
transporte al exterior de la
célula.
Instrumentos

En esta investigacion, los resultados se obtienen por medio de aplicaciones que permiten

al investigador manipular material genético y generar un constructo genético a nivel in silico para

un organismo en especifico y de paginas de internet que aportan al investigador informacion de

proteinas.
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Para la elaboracion del modelo de expresion génica, se utilizd benchling.com, el cual es
una plataforma donde los cientificos pueden disefiar, compartir y registrar experimentos en una
sola interfaz. Es ampliamente utilizado por compaiiias farmacéuticas y de biotecnologia, asi como

laboratorios con fines académicos y gubernamentales (Benchling, s.f.).

La herramienta in silico para manipular cadena peptidica y realizarle modificaciones para
su visualizacién en tercera dimension es Chimera, un programa altamente extensible para la
visualizacidn interactiva y analisis de estructuras moleculares y datos relacionados, los cuales
incluyen mapas de densidad, ensamblajes supramoleculares, resultados de acoplamiento,

trayectorias y conjuntos conformacionales (Chimera, s.f.).

Se optimizo la informacion proteica para el chasis mediante el codon optimization tool, el
cual esta ideado para simplificar el disefio de genes sintéticos y gBlocks® fragmentos génicos para
la expresion en una variedad de organismos. La idea principal es optimizar una secuencia de ADN
o proteina de un organismo huésped para su expresion en otro, mediante la reasignacion de los

codones (Integrated DNA Optimization, s.f.).

Para la obtencién de los BioBrick se utiliz6 el catalogo del iGEM una coleccion de partes
genéticas que se encuentra en constante crecimiento, las cuales se pueden mezclar y combinar para

construir dispositivos y sistemas de biologia sintética (iIGEM, s.f.).
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Procesos para la recoleccion y analisis de datos

El siguiente apartado tiene la finalidad de proporcionar una breve descripcion del procedimiento

que se llevo a cabo para la obtencion y el analisis de los datos.

Revision bibliografica para la eleccion del chasis para la expresion del vector

Se recopild informacion de distintas bases de datos y revistas indexadas dedicadas a la
investigacion; por ejemplo: Scielo, EBSCO, PudMed, Springer, Annual reviews y PNAS acerca
de los chasis para realizar una pequefa revision bibliografica. Con base en la revision bibliografica,

se hizo la eleccion del chasis mas adecuado para expresar el vector de expresion génica.

Modelacion del analogo de la GLP-1

Para efectuar los cambios a la proteina de estudio, se buscaron articulos de interés en
paginas de revistas de distintas bases de datos y revistas indexadas dedicadas a la investigacion;
por ejemplo: Scielo, EBSCO, PudMed, Springer, Annual reviews y PNAS en busqueda de

informacion acerca de la interaccion de la GLP-1 con su receptor y la DPP4.

Para la busqueda de la cadena de aminoacidos de la GLP-1, se consulto la base de datos

del Protein Data Bank para luego ser modificada segin lo que expongan otros investigadores.
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Se identificaron los posibles cambios que se pueden realizar a la proteina GLP-1 y las
posibles combinaciones de proteinas, ademas de integrar todas las partes que componen el

constructo para obtener la expresion génica idonea por parte del microorganismo elegido.

Formulacion del vector de expresion

Para la elaboracion del constructo, se tomaron los BioBricks (Promoters, Ribosome
Binding Site, Linkers, signal peptide, plasmid, terminator) del iGEM vy articulos de revistas
cientificas que evidenciaran que las partes biologicas son de utilidad para el chasis escogido.

Se tom¢ la proteina modificada y se optimizaron los codones para expresar el organismo
escogido. Asimismo, se elabord el constructo tomando toda la informacion recopilada y se integro

al benchling.
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CAPITULO IV. DISCUSION Y RESULTADOS

Este capitulo expone los resultados obtenidos durante el proceso de la investigacion
También se discuten los hallazgos encontrados segun los objetivos planteados, por lo que se
subdivide en las siguientes secciones: la seleccion del chasis, la elaboracion del andlogo de la GLP-

1 y la elaboracion del constructo.

Seleccion del chasis

Utilizar el correcto sistema de expresion para las caracteristicas especificas del vector que
se trabaja es la clave del éxito. La solubilidad de la proteina, la funcionabilidad y el rendimiento
son factores cruciales por considerar cuando se seleccionan sistemas de expresion. La seleccion
del chasis se hace mediante la revision de articulos cientificos publicados en revistas, en donde los
autores indican los aspectos negativos y positivos de los chasis que se utilizan actualmente en la
biologia sintética para el aprovechamiento tanto en investigacién como en la industria. Se resumen

algunas de sus cualidades a continuacion:

La bacteria Escherichia coli es el chasis utilizado con mas frecuencia en biologia sintética,
con el kit de herramientas disponible mas grande de disefio computacional: programas, partes
genéticas y elementos reguladores (promotores, sitios de union ribosdmica, y terminadores), asi

como vectores de ADN y protocolos de entrega de ADN (Adams, 2016).
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Sin embargo, E. coli es un organismo procariota y las proteinas de organismos eucariotas
que requieren modificaciones no son producidas correctamente; ademas, se dificulta la secrecion
de la proteina y las proteinas expresadas en grandes cantidades pueden precipitar formando
cuerpos de inclusion. E. coli cuenta con maquinaria limitada para realizar cambios
postraduccionales, lo cual se considera como una desventaja. Las glicoproteinas se presentan
raramente en organismos procariotas debido a que estos organismos carecen de organelas (Khow

y Suntrarachun, 2012).

La bacteria Bacillus subtilis es un organismo modelo debido a sus vias secretoras
endogenas para enzimas y produccion de antibidticos. Este organismo no patogénico fue
certificado y reconocido como un organismo para su uso en investigacion en laboratorios seguro
(GRAS), y utilizado ampliamente en aplicaciones de biotecnologia, pero su uso en biologia
sintética fue bastante limitado. Las caracteristicas principales que hacen que la B. subtilis sea un
atractivo chasis para la biologia sintética son competencia natural, facil integracion del ADN en el
cromosoma y una amplia gama de sistemas naturales de dos componentes y sistemas de deteccion

de quérum que pueden modificarse para aplicacion en biosensores (Adams, 2016).

Saccharomyces cerevisiae (levadura) es un organismo modelo importante, es uno de los
organismos biologicos mejor entendidos alrededor del mundo (Ellington y Enyeart, 2011, p. 413).
Saccharomyces cerevisiae fue ampliamente usado en la industria alimentaria y biotecnologia,
considerada como un organismo generalmente seguro, fue estudiada con profundidad a nivel
molecular y celular como modelo del sistema eucariota. Por esto las levaduras son un buen

organismo plataforma para practicar biologia sintética (Jin et al., 2014).
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En las dos ultimas décadas Komagataella. pastoris se establecié como uno de los mas
frecuentes sistemas de expresion en la industria y en la academia. A pesar del gran nimero de
enzimas, muchas proteinas humanas y biofarmacéuticas fueron producidas en K pastoris (Glieder

et al., 2013, p. 1096). La mayoria de estas proteinas humanas son glicosiladas.

La levadura K. pastoris mostro ser excelente para glicosilar las proteinas con mecanismos
similares al del humano. La ampliacion y produccion de proteinas recombinantes en la levadura
es una tecnologia bien establecida, es razonable esperar el alto rendimiento y rentabilidad de cepas
de levadura manipuladas con glicoingenieria para llegar a hacer impacto en la industria
biofarmacéutica (figura 10) (Gerngross y Hamilton, 2017, p. 387). La levadura K. pastoris se
convirtio en uno de las mas exitosos y populares sistemas hospederos para la produccion de

proteinas heterologas, debido a su rapido crecimiento (Calic y Massahi, 2014, p. 179).
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Figura n.° 9. Aprovechamiento de la Komagataella pastoris (antes, Pichia pastoris) en el

desarrollo del campo biofarmacéutico

Synthetic biology

Glycoengineering \ Biopharmaceuticals

\ Molecular toolbox | /
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==

Current Opirean in Biotechnology

Fuente: Glieder et al., 2013

A raiz de la bibliografia revisada se selecciona a la K. pastoris debido a su capacidad de
realizar glicosilaciones y porque la proteina por sintetizar: GPC3 (proteina que es capéaz de inhibir
la funcién degradadora de la DPP4, pertenece a la familia de las proteinas de los proteoglicanos)
se encuentra altamente glicosilada. También por la capacidad de glicosilacion y su alto rendimiento

para produccion de proteinas recombinantes de K. pastoris (Gerngross y Hamilton, 2017).



77

En cuanto a las bacterias, en general poseen una habilidad para glicosilar proteinas, salvo
el Campylobacter jejuni, que tiene la habilidad de modificar proteinas a nivel postraduccional a
proteinas en su N-terminal (Cain, Cordwell y Solis, 2013). De esta manera, a la K. pastoris se le

confiere una caracteristica provechosa para ser escogida como chasis de la presente investigacion.

Por consiguiente, todos los BioBricks para realizar el vector de expresion son escogidos
pensado en trabajar con K. pastoris. Segun la bibliografia, otros chasis no son capaces de llevar a
cabo glicosilaciones a las proteinas y si son capaces de glicosilar, no lo hacen de forma tan eficiente
como la K. pastoris. Se tiene un conocimiento amplio de la genética de la mayoria de los

organismos con los que se trabaja en biologia sintética.

Elaboracion de un analogo de la GLP-1

Se obtuvo la informacion de los farmacos ya existentes tanto en el mercado como en fases
de investigacion, que se estudiaron para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, pertenecientes
al grupo farmacologico “analogos de la GLP-1”, los cuales son capaces de unirse al receptor de
GLP-1 (GLP-1R) y ejercer los efectos deseados discutidos en el capitulo II de este trabajo de

investigacion.

Ahn et al. (2014) mencionan aminodcidos criticos para la interaccion con el receptor, los
cuales son: His’, Gly'®, Phe!?, Thr'3, Asp!>, Phe?® e Ile*; ademas His’, Gly'%, Asp'® y Phe?® son

criticos para la activacion del receptor. Se tom6 la GLP-1 para efectuar los cambios deseados segiin
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la bibliografia consultada, para esto se tomo6 su secuencia FASTA de amino acidos (AA), la cual

fue facilitada por la pagina de la PDB, dando con la 5VAI (PDBID) (figura 10) (Chu et al., 2010).

Figura n.° 10 Estructura de la proteina GLP-1

Fuente: Chu et al., 2017

Modificacion de la GLP-1 para evitar la degradacion de la enzima NEP 24.11

La hidrolisis de la GLP-1 es mediada por la enzima NEP 24.11. Esta hidrolisis ocurre

particularmente entre los aminoacidos Glu?’-Phe?® and Trp’!-Leu??, y otros sitios incluidos a
continuacion Asp'>-Val'®, Ser'®-Tyr'?, Tyr'°-Leu?® and Phe?-1le*® (Ahn y Manandhar, 2014. p.
1021). Estos mismos sitios de corte son mencionados por Carr, Deacon, Holst y Plamboeck (2005),

los cuales son marcados con “negrita” en la secuencia de AA de la GLP-1 (5VAI).

HAEGTFTSD'SV'6SS 8Y "LYEGQAAKEFXI®AWLVKGRG
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Los cambios se hicieron considerando las caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos
para conservar las cargas intermoleculares e interacciones de la proteina (McMurry, 2008, pp.

1018-1019). Respetando ademads los aminoacidos importantes para la unioén con el receptor.

Se realizan los cambios en la cadena de aminoacidos apoyado en la bibliografia consultada
obteniendo la nueva cadena proteica la cual se va a utilizar para la elaboracion del modelo de
expresion para la sintesis. Los cambios de los aminoacidos V!¢, Y, F?® por Glicina (G),
Fenilalanina (F), Isoleucina (I) respectivamente, se respeta el cambio sobre los amino4cidos D'°,

S8 L?° e I* debido a que estos son necesarios en el acople al GLP-1R.

HAEGTFTSD'SV'6SS 8Y "LYEGQAAKEFXI®AWLVKGRG

VY VY vy

No G No F No Y No

Luego de haber realizado los cambios de AA a la GLP-1, obtenemos la siguiente cadena de

aminoacidos. GLP-1.1 (se resaltan en negrita los AA que forman parte de la nueva cadena):

HAEGTFTSDG'*SSF'’LEGQAAKEY®IAWLVKGRG
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Modificacion de la GLP-1 para evitar la degradacion de la enzima DPP4

La proteina GLP-1 es degradada por la DPP4, liberando los dipéptidos His-Ala de la cadena
de aminoacidos de la GLP-1 que se encuentran en la posicion N-terminal de la cadena peptidica.
La DPP4 tiene una afinidad de corte por prolina/alanina y la longitud (residuos) de 3-80

aminoacidos (Mentelein, 1999).

El sitio de corte de la DPP4 es en el segundo aminoécido (Xjaa-Xzaa-/-X3aa-polipéptido)
(tabla 4). Ademas, el sitio los residuos aceptados en el Xzaa = P, A y en Xzaa es cualquier
aminoacido menos una prolina para que se realice el corte polipéptidos (figura 12, anexos)
(Mentelein, 1999, pp. 10-12). A continuacion, se detalla el cambio realizado de la alanina (A) por

una glicina (G) en el aminoacido X;aa.

H-A’-E-G...

Luego de haber hecho los cambios en los aminoacidos a la GLP-1.1, se obtiene la siguiente

cadena de aminoacidos. GLP-1.2 (se resaltan en negrita los AA que forman parte de la nueva

cadena):

HG’EGTFTSDGSSFLEGQAAKEYIAWLVKGRG



81

Tabla n.° 4 Prolina/alanina sitio de corte especifico de endo- y exopeptidasas

Table 1
Proline/alanine-specific mammalian endo- and exopeptidases’
Protease Requirement of the cleaved peptides M, Catalytuc properties Membrane m
Cleavage site Residues Chamn Native Subunit Inhubitors” pH Optimum  Soluble s
-- accepted at length
15 O (residues)
DPP IV O-m- -[- PA #P 3-80 220 000 110000  Dip-F 80 m (s)
EC 34.145° Diprotin A
DPP II O-m- -0- AP Many  3-11 110 000 53000 Dip-F 45-6.0 s (m)
EC 34142 K-A-CH,Cl
X-Pro anunopeptidase  [J- -l-0O- P Many  3-40 270 000 90000  Phen 7-8 m (s)
EC 34119 Apstatin
Prolyl amunopeptidase N - Many Many 2-30 300 000 54 000 Phen 7-8.5 s
EC 34.115/1° Amastatin
Prolyl oligopeptidase ~M- L= P A #P 4-30 81 000 81000 Dup-F 7.5-8 s
EC 342126 Z~P-prolinal
Membrane Pro—-X -m- - PAG #P 2-7 240000 135000  Phen 8 m
carboxypeptidase
EC 34.17.16
Lysosomal prolyl ~-M- -] P #P =3 200 000 25 000 Dip-F 45-55 s
carboxypeptidase
EC 34162
X =Pro dipeptidase - -m PHyp #P 2 108 000 54000 EDTA 7.5 s
EC 34139 Z-Pro
Pro-X dipeptidase n - PA #P 2 300 000 Phen 8-9 s
EC 34138

Fuente: Mentelein, 1999, p. 10



82

Adicion de glypican 3 (proteina inhibidora de DPP4) a la cadena GLP-1.2

Glypican 3 (GPC3) es una proteina que demostr6 tener interaccion con la DPP4 (Gorrel,
Kirby, O’connor y Yu, 2010, p. 38) inhibiendo células hematopoyéticas a la actividad de la DPP4
en células de hepatocarcinoma (Kim, et al. 2014). Las propiedades inhibitorias de la GPC3 la hacen
una proteina de interés, debido a su capacidad de brindarle un mayor tiempo de vida media a la
GLP-1 modificada. Se decide entonces llevar a cabo una proteina fusion de GLP-1.2 y glypican 3.
Se busca la secuencia de aminoacidos en NCBI, obteniendo la isoforma XP_016884902.1 (tabla

5, Anexos) de glypican 3.

Elaboracion del constructo

En el siguiente apartado se indican los BioBricks con los que se elabor6 el vector de
expresion génica. El promotor es una secuencia de ADN con la funciéon de promover la
transcripcion, estos pueden ser constitutivos (dependen de la viabilidad de ARN polimerasa para
comenzar la transcripcion) e inducibles (es decir, la expresion puede ser controlada); UTR 5! y
UTR 3! (Untranslated regions) son partes que no son traducidas; RBS es el sitio donde se une el
ribosoma para comenzar la traduccion; péptido sefial es agregado con la finalidad de que la
proteina sea incorporada al sistema de endomembranas de K. pastoris; el linker es una secuencia
de aminoacidos que tiene la funcion de enlazar la GLP-1.2 con la glypican 3; terminador es la

parte que se encuentra al final del vector de expresion, su funcion es la de indicar que la
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transcripcion se debe de detener. Todas las partes son seleccionadas de acuerdo con su
compatibilidad y su funcionabilidad segun el vector de expresion. A continuacion, la seleccion de

los BioBricks:

Promotor

Para la seleccion del promotor se buscaron en el catdlogo del iGEM promotores para
organismos eucariotas estandarizados, de esta manera se asegur6 el funcionamiento en la K.
pastoris; los mismos pueden ser positivos, negativos o constitutivos. Para esta investigacion se
buscd uno constitutivo que pudiera utilizarse para una célula eucariota con el nombre de

identificacion de iGEM: BBa K076017 (tabla 5, Anexos).

UTR 5!y UTR 3!

Los UTR seleccionados como BioBrick para la elaboracién del constructo fueron

disefiados por Julia Schirmacher, del grupo de iGEM de Alemania, el mismo es un vector utilizado

para la recombinacion de genes para levadura de sus codigos en el catdlogo del iGEM son para el

UTR 5': BBa K863200 y para el UTR 3': BBa K863201 (tabla 5, Anexos).

RBS (Ribosome Binding Site)

El RBS es escogido para levadura de la pagina del iGEM, BioBrick Codigo iGEM:

BBa J63003 (tabla 5, Anexos).
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Signal peptide

Se discrimind de los 56 signal peptides reportados en el articulo publicado por Calic y
Massahi (2014, pp. 182-184), siendo el de mayor interés por su eficacia SP13, debido a que fue
utilizado de manera in vitro para K. pastoris en investigaciones previas a la que se realizd en esta

tesis (Calic y Massahi, 2014, pp. 182-185) (tabla 5, Anexos).

Linker

Las proteinas de interés deben estar enlazadas por un linker, el cual es una cadena de
aminoacidos rigida, para que los dominios de las 2 proteinas se mantengan separados (Chen, Shen
y Zaro, 2013, p. 5). Debido a que mejora la estabilidad en la recombinacidn de proteinas, se escogio

la secuencia: GGGGGGGG.

UTR 3!

Los promotores seleccionados como BioBrick para la elaboracion del constructo fueron
disefiados por Julia Schirmacher, del grupo de iGEM de Alemania, el mismo es un vector utilizado
para la recombinacion de genes para levadura sus codigos en el catdlogo del iGEM son para el

UTR 5': BBa K863200 y para el UTR 3': BBa_K863201 (tabla 5, Anexos).
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Terminador

De la base de datos del iGEM se selecciona el terminador que se adectie al chasis

seleccionado (tabla 5, Anexos).

Plasmido

De la base de datos del iGEM se selecciona un plasmido para levadura, el BBa K805020,
debido a su ventaja de cantidad y calidad, en cuanto a la expresion de proteinas recombinantes

(tabla 5, Anexos).

Optimizacion de secuencias de ADN a partir de secuencias de aminoacidos

Antes de integrar la informacion en el benchling para realizar el constructo, se tradujo la
informacion de secuencia de aminoacidos de la GLP-1, glypican 3 y el signal peptide al idioma de
la K. pastoris. La sintesis de proteinas de informacién de aminoacidos a bases de gen se llevo a
cabo con IDT, Codon Optimization Tool. Los resultados de la traduccidn se encuentran en la tabla

5, Anexos.

El constructo elaborado (figura 11) integro todas las partes anteriormente sefialadas, el
mismo estd elaborado para ser expresado por la levadura K. pastoris para la obtencion del analogo

de la GLP-1, pensado para aumentar el tiempo de vida media de la incretina.
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Figura n.° 11 Vector de expresion elaborado
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BspOI,Clal .\ P Plésnico Fiy " BspEl
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©  Pasl
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Apal .\ \ & +2
RN & ~_ Eagl
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Fuente: Elaboracion propia, el vector se puede observer en el siguiente link.

https://benchling.com/s/seq-OPbGf4MFK2n3Q30c8KvR
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La biologia sintética brinda nuevas y mejores herramientas para la elaboracion de nuevas
sustancias con fines terapéuticos, la misma puede ser altamente aprovechada en enfermedades con
un elevado grado de dificultad de tratamiento, tales como diferentes tipos de cancer, enfermedades

degenerativas, enfermedades crdnicas, entre otros.

Como bien lo menciona su nombre, la biologia sintética es aquella ciencia que disefia
organismos para que ayuden en diferentes areas de la vida cotidiana. A nivel farmacologico se
demuestra que esta ciencia puede desarrollar métodos para tratar una enfermedad, como la diabetes

mellitus por medio de la modificacion de bacterias o levaduras.

La eleccion de la Komagataella pastoris en este trabajo de investigacion representa la
funcion para la que fue disefiado el vector de expresion, por medio de la informacion genética y la
expresion del ADN en el organismo. Para la seleccion del chasis fue critica la capacidad de
glicosilar proteinas, ademas de que es considerado un organismo seguro para la expresion de
proteinas y actualmente se produce un precursor de la vacuna contra la malaria mediante la

biologia sintética.

Se realizaron cambios a la incretina GLP-1 en aminoacidos manipulando la informacion
proteica de manera dirigida; cambios criticos para evitar su degradacion y asi aumentar su tiempo
de vida media; también la combinacion de la glypican 3, una proteina con capacidad de inhibir a

la DPP4.
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El vector de expresion génica se ided con el proposito de elaborar un medicamento nuevo
para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1l por medio de la Komagataella pastoris, el cual
tiene la caracteristica de ser expresado de manera constitutiva con la capacidad de ser excretado

fuera de la célula una vez sintetizado por el chasis.

Como recomendacion, es necesario estimular la participacion del profesional farmacéutico
en proyectos y competencias relacionados con la biologia sintética y que trabaje en conjunto con
el biotecn6logo en la investigacion y fabricacion de nuevos productos con fines farmacolégicos,

tales como encontrar la cura a diversas enfermedades de las cuales hoy no existe tratamiento.

Otra recomendacién, como se desarrolldo en este trabajo de investigacion, es el
aprovechamiento de los chasis, tales como las bacterias y levaduras. Por medio de la organizacion
genética en los organismos se pueden desarrollar ideas que ayuden a la elaboracion de nuevas rutas
de fabricacion de medicamentos. Ademas aprovechar la biologia sintética para idear proyectos en

pro de cuidar el ambiente, al generar energia limpia y otras formas de combustible.
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Tabla n.° 5 Secuencia de ADN y AA utilizados para la elaboracion del vector de

expresion

Promotor

Cadena de ADN. BBa K076017 (Cédigo iGEM)

GATCTGGCCTCCGCGCCGGGTTTTGGCGCCTCCCGCGGGCGCCCCCCTCCTCA

CGGCGAGCGCTGCCACGTCAGACGAAGGGCGCAGGAGCGTCCTGATCCTTCC

GCCCGGACGCTCAGGACAGCGGCCCGCTGCTCATAAGACTCGGCCTTAGAAC

CCCAGTATCAGCAGAAGGACATTTTAGGACGGGACTTGGGTGACTCTAGGGC

ACTGGTTTTCTTTCCAGAGAGCGGAACAGGCGAGGAAAAGTAGTCCCTTCTCG

GCGATTCTGCGGAGGGATCTCCGTGGGGCGGTGAACGCCGATGATTATATAA

GGACGCGCCGGGTGTGGCACAGCTAGTTCCGTCGCAGCCGGGATTTGGGTCGC

GGTTCTTGTTTGTGGATCGCTGTGATCGTCACTTGGTGAGTAGCGGGCTGCTG

GGCTGGCCGGGGCTTTCGTGGCCGCCGGGCCGCTCGGTGGGACGGAAGCGTG

TGGAGAGACCGCCAAGGGCTGTAGTCTGGGTCCGCGAGCAAGGTTGCCCTGA

ACTGGGGGTTGGGGGGAGCGCAGCAAAATGGCGGCTGTTCCCGAGTCTTGAA

TGGAAGACGCTTGTGAGGCGGGCTGTGAGGTCGTTGAAACAAGGTGGGGGGC

ATGGTGGGCGGCAAGAACCCAAGGTCTTGAGGCCTTCGCTAATGCGGGAAAG
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CTCTTATTCGGGTGAGATGGGCTGGGGCACCATCTGGGGACCCTGACGTGAAG

TTTGTCACTGACTGGAGAACTCGGTTTGTCGTCTGTTGCGGGGGCGGCAGTTA

TGCGGTGCCGTTGGGCAGTGCACCCGTACCTTTGGGAGCGCGCGCCCTCGTCG

TGTCGTGACGTCACCCGTTCTGTTGGCTTATAATGCAGGGTGGGGCCACCTGC

CGGTAGGTGTGCGGTAGGCTTTTCTCCGTCGCAGGACGCAGGGTTCGGGCCTA

GGGTAGGCTCTCCTGAATCGACAGGCGCCGGACCTCTGGTGAGGGGAGGGAT

AAGTGAGGCGTCAGTTTCTTTGGTCGGTTTTATGTACCTATCTTCTTAAGTAGC

TGAAGCTCCGGTTTTGAACTATGCGCTCGGGGTTGGCGAGTGTGTTTTGTGAA

GTTTTTTAGGCACCTTTTGAAATGTAATCATTTGGGTCAATATGTAATTTTCAG

TGTTAGACTAGTAAATTGTCCGCTAAATTCTGGCCGTTTTTGGCTTTTTTGTTA

GACGAAG

UTR 5!

Cadena de ADN. BBa K863200 (Codigo iGEM)

AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACA
TCCACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACA
CTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACAC
CCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGC

TCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCT

ATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGCAACAAGCT

CCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCA
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AATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTT

GGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTT

CGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCA

TACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTA

ATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAA

ACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATT

GTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGAT

CAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAA

GCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAAT

TGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACT

TGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACG

Sitio de union del Ribosoma

Cadena de ADN. BBa J63003

CCCGCCGCCACCATGGAG

Péptido sefial

Cadena de AA. SP13

MLSTILNIFILLLFIQASLQ

Cadena de ADN

ATGCTTAGTACGATCCTGAACATCTTCATACTGCTTCTTTTCATCCAGGCATCT

TTGCAG
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GLP-1.2, cadena peptidica.

HGEGTFTSDGSSFLEGQAAKEYIAWLVKGRG

GLP-1.2, Cadena de ADN optimizada para K. pastoris.

CATGGTGAGGGTACGTTTACGTCTGACGGATCTTCATTCCTGGAAGGCCAGG

CTGCAAAGGAATACATCGCCTGGCTGGTCAAGGGCAGGGGC

GPC3, cadena peptidica. XP_016884902.1 (Cédigo NCBI)

MAGTVRTACLVVAMLLSLDFPGQAQPPPPPPDATCHQVRSFFQRLQPGLKWYVP

ETPVPGSDLQVCLPKGPTCCSRKMEEKYQLTARLNMEQLLQSASMELKFLIIQN

AAVFQEAFEIVVRHAKNYTNAMFKNNYPSLTPQAFEFVGEFFTDVSLYILGSDIN

VDDMVNELFDSLFPVIYTQLMNPGLPDSALDINECLRGARRDLKVFGNFPKLIMT

QVSKSLQVTRIFLQALNLGIEVINTTDHLKFSKDCGRMLTRMWYCSYCQGLMM

VKPCGGYCNVVMQGCMAGVVEIDKYWREYILSLEELVNGMYRIYDMENVLLG

LFSTIHDSIQYVQKNAGKLTTTIGKLCAHSQQRQYRSAYYPEDLFIDKKVLKVA

HVEHEETLSSRRRELIQKLKSFISFYSALPGYICSHSPVAENDTLCWNGQELVERY

IQKNTEEPFLPLFTTYSRDATQEKNPPGTLFPVSDLPLSQTCLESVKSDCLGGL

GPC3, Cadena de ADN optimizada para K. pastoris.

ATGGCTGGCACGGTCCGTACCGCTTGTCTGGTGGTCGCCATGTTGCTTTCACTA
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GATTTCCCAGGTCAGGCCCAACCCCCTCCTCCTCCACCCGATGCAACCTGTCA

CCAGGTTCGTTCCTTCTTTCAAAGGCTACAGCCAGGTTTGAAGTGGGTACCCG

AAACACCAGTGCCAGGATCCGATCTGCAGGTATGCCTGCCTAAGGGCCCTACG

TGTTGTAGTAGGAAAATGGAGGAGAAATATCAACTTACTGCAAGATTAAACA

TGGAGCAATTACTGCAGTCCGCTTCCATGGAATTGAAATTTCTTATCATCCAG

AACGCAGCCGTATTTCAGGAGGCATTCGAGATTGTGGTACGTCATGCTAAGAA

TTACACAAATGCCATGTTCAAGAACAACTATCCCTCCTTGACGCCCCAAGCAT

TCGAGTTCGTGGGTGAGTTCTTTACGGACGTATCACTGTATATATTGGGATCTG

ACATTAATGTTGACGATATGGTGAACGAGTTATTCGATAGTCTATTCCCCGTC

ATTTACACCCAACTGATGAATCCCGGACTTCCTGACTCTGCCCTTGACATTAAT

GAGTGTTTGCGTGGAGCCCGTAGAGACTTGAAAGTATTCGGCAATTTTCCCAA

GCTAATAATGACGCAAGTTAGTAAAAGTTTACAGGTAACTAGGATATTTTTGC

AAGCTCTGAATCTGGGAATCGAAGTGATTAATACAACGGACCACCTTAAGTTC

TCCAAGGACTGTGGTCGTATGCTTACTAGAATGTGGTATTGTAGTTATTGCCA

AGGTCTTATGATGGTAAAGCCTTGCGGAGGCTACTGCAACGTCGTTATGCAGG

GTTGTATGGCTGGTGTAGTTGAAATCGATAAATACTGGAGGGAATACATCCTT

TCACTGGAAGAACTTGTCAACGGTATGTACCGTATATATGACATGGAGAATGT

GTTACTGGGCCTTTTTTCTACCATACACGATAGTATTCAGTACGTACAGAAGA

ACGCCGGTAAACTGACTACGACGATAGGAAAACTATGCGCCCACTCTCAGCA
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GAGGCAATACCGTAGTGCCTATTATCCCGAAGACCTTTTTATAGACAAAAAAG

TTCTTAAAGTGGCACATGTCGAACACGAGGAAACTTTGTCTAGTCGTCGTAGG

GAATTGATACAGAAGCTAAAGTCCTTCATTTCTTTTTATTCTGCTCTGCCCGGA

TATATTTGTTCCCACTCTCCTGTTGCCGAAAATGATACTTTGTGCTGGAACGGA

CAAGAGTTGGTAGAACGTTACATCCAAAAGAATACGGAGGAACCATTTCTGC

CACTATTTACCACCTACTCCCGTGACGCCACCCAAGAAAAAAATCCCCCCGGA

ACTCTTTTCCCCGTAAGTGATTTGCCATTATCACAAACCTGCCTGGAGTCCGTT

AAGTCTGACTGTCTAGGAGGACTG

UTR 3!

BBa_K863201 (Cédigo iGEM)

CGAGTATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCGCATTCTTCAGTGT

CTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCAACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATT

TCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGACTA

TCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAAGTCCCA

CCAATAAAGAAATCCTTGTTATCAGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCG

GTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGGATATGTCGGGTAGGAATGGAGCGG

GCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTG

ATGCCAACTTCAGTGACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAG
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AGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCAGTGCGGTCTTGAAAC

TGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCT

TTGATCTAAATAATCTTGACGAGCCAGACGATAATACCAATCTAAACTCTTTA

AACGTTAAAGGACAAGTATGTCTGCCTGTATTAAACCCCAAATCAGCTCGTAG

TCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTT
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Terminador

Secuencia de ADN. BBa K392003 (Codigo iGEM)

GCATGTGCTCTGTATGTATATAAAACTCTTGTTTTCTTCTTTTCTCTAAATATTC

TTTCCTTATACATTAGGACCTTTGCAGCATAAATTACTATACTTCTATTACTAG

AGCCCGCCGCCACCATGGAG
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Plasmido

Secuencia de ADN. BBa K805020 (Codigo iGEM)

AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATC

CACAGGTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGC

AGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTT
TGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAAT

TCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGGCCCCCC

TGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCCGA

ACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCC

AAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAG

CGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTT

GGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATT

GACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTG

AACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGAT

GATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGA

TAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATAT

ATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCT

TACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTA

ACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCC

TTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA

CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTAC

TCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAA
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TAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAG

GGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATTCATGAGATCCTCACATAA

GCGTAATTTGGCTGCGCTGCTTTCCATCAGCGGAGCCGCGGTGGCACAGCAGACG

GCATGGGGTCAATGCGGAGGACAAGGATGGTCCGGTGCGACATCATGTGTGTCAG

GCTACACTTGCTCCTACACAAATGACTGGTACTCCCAGTGCGTTCCTGGATCATCC

GGCGGCGGAGGTAGCAACCCTACAACGACCACCACGATGATCCGGACGACCACG

ACGGCTTCCTCCTCGGGCCCCACCGGCGGCGCTGGTGGTGGTAAGGTTCGATTTG

CCGGTGTCAACATCGCCGGCTTTGATTTCGGAGTGGTGATCAGCGGCACTCAAGA

CATGACCCAAATTGTGGACGAGTCCGTCGATGGTGTCAATCAGATGCGACACTTT

GTCAACGACGACGGCTTCAACATCTTCCGCCTCCCGTCAGGCTGGCAGTTCCTGG

TGAACAACAACCTCGGTGGCTCACTGGACTCGAACAATTTCGCCAAGTACGACA

AGCTGGTTCAAGGATGTCTGTCCCTGGGAGCATACTGTATCGTCGATGTCCACAAT

TACGCTCGCTGGAACGGCGGCGTCATCGGACAAGGCGGTCCCACCGACGACCAG

TTCACCAGTCTCTGGACTCAACTGGCCACTCACTACAAGAGTGAAAGCAAGATCA

TCTTTGGTGTGATGAACGAGCCACACGACCTGGACATCAACCGATGGGCCACCAC

CGTGCAAAAGGCCGTGACGGCGATCCGCAAGGCCGGCGCCACTTCCCAAATGAT

CCTTCTTCCAGGTACCGACTTCACCAGTGCGGCCAACTTTGTCGAGAATGGCTCC

GGTGCCGCGCTCTCGGCCGTCACCAACCTGGACGGATCCACCACCAACCTGATCT

TCGACGTGCACAAGTATCTCGACTCCGATAACAGCGGCACCCACGCCGAGTGCGT

GACCAACAACGCCGACGCTTTCAACAGCCTGGCCCAATGGCTCCGCACCAACAA

GCGTCAAGCCATGCTCACCGAGACCGGTGGTGGTAACGTCCAGAGCTGCGGAAC

ATACATGTGCCAGCAACTGGATGTGCTCAACCAAAACTCTGACGTTTACCTTGGAT

GGACCTCGTGGAGCGCTGGAGGTTTCCAGGTTTCCTGGAACTATGTGCTGGGTGA
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GGTCCCAACCAACAACGTTGATACCTACCTGGTCAAGCAATGCTTTGTTCCCAAG

TGGAAGAACCTGCAGCTTCTAGTACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATA

GCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTT

CCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAA

GAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTT

TTATTTGTAACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAG

CTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGG

GAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACA

GAAGATTAAGTGAGACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACACACCATAGCTTCAAA

ATGTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTA

CCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTAAATTTTCCCTCTTTCTTCCTCTAGG

GTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGAAAAAAGAGACCGCCTCGT

TTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTATCACGTTTCTTTTTCTTGA

AATTTTTTTTTTTAGTTTTTTTCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATATTTAAGTTAATA

AACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTT

TTACTTCTTGTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGGGGCGGTGTTG

ACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACT

AAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGACGTCG

CCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGG

AGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGG

TCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCC

TGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACG

CCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCG
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CCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACT
GACACGTCCGACGGCGGCCCACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCCTTTT
CCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCA
CATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTAT
TTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTT
TTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGA
AGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGGAGACCAACATGTGAGC
AAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
CCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGG
TGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTC
CCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGT
GTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGAC
CGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTT
ATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGC
GGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAG
TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC
TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGC
AGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTAC
GGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGA

TC
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Figura n.° 12 Representacion esquematica de los sustratos de la DPP 4
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Fig. 3. Schematic representation of substrates cleaved by DPP IV.
Dipeptides are liberated from the N-terminus of peptides with Pro or Ala
in the P,-position. Certain peptides with other small amino acids in P,
position are cleaved at low rates. In the P, position. bulky. hydrophobic or
basic amino acids with an obligate free amino group are preferred.
Peptides with Pro or Hyp in the P,. position are not cleaved by DPP IV.
Preferential residues for the P,, position are not known.

Representacion esquematica de los sustratos escindidos por DPP4. Los dipéptidos son liberados del extremo
N-terminal de péptidos con Pro y Ala en la posicion P;. Ciertos péptidos con otros aminoacidos pequeiios
en la posicion P; son escindidos en bajo porcentaje. En la posicion P,, son preferidos los aminoacidos de
gran volumen, hidrofobicos o basicos con un grupo amino libre. Péptidos con Pro e Hyp en la posicion P,
no son escindidos por la DPP4. Residuos preferenciales por la posicion P; son desconocidos. Mentelein

(1999. p. 10)



