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. RESUMEN
La isomaltulosa es un ejemplo reciente de un carbohidrato alternativo. Tiene un

bajo dulzor, no produce caries y es bajo en calorias, por lo que se recomienda en
caso de diabetes y sobrepeso. Debido a que este azucar se encuentra
escasamente en la naturaleza, producimos la enzima recombinante para convertir
la sacarosa en isomaltulosa y comparamos los efectos de la isomaltulosa y la
sacarosa en el metabolismo de la glucosa en ratas. La conversién de sacarosa a
isomaltulosa se llevé a cabo y se midido por HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucién). Este producto se suministrd a ratas adultas en una Unica administracion
por via orogastrica. Cada 60 min se midi6 la glucosa plasmatica con la finalidad de
conocer el comportamiento del alimento en el metabolismo de la glucosa del animal.
Por otro lado, para determinar el indice glucémico del producto de la reaccion, cada
15 min se midi6 la glucosa plasméatica durante la primera hora y se realizd una
ultima determinacion de glucosa a los 120 min en ratas dosificadas con
isomaltulosa y glucosa. La conversion de sacarosa a isomaltulosa aparentemente
fue completa segun el analisis de los cromatogramas. El principal hallazgo fue que
las concentraciones de glucosa en plasma aumentaron significativamente después
de la administracion de sacarosa en comparacion a la isomaltulosa obtenida de
forma recombinante con valores cercanos al 20% menos en ambos casos,
asimismo el suministro de glucosa se mantuvo de manera mas prolongada cuando
se comparo al azlcar isomerizado con su contraparte estructural. En este modelo,
la isomaltulosa presenta niveles elevados de indice glucémico condicidén que puede
dificultar el control de la glucosa en sangre, sin embargo, este tipo de pruebas en
humanos son necesarias para determinar si la sustitucién de la sacarosa por
isomaltulosa u otros carbohidratos dulces podria ser terapéuticamente Util en
pacientes con resistencia a la insulina o diabetes mellitus tipo 2. La isomaltulosa
obtenida por via recombinante tiene efectos beneficiosos sobre el metabolismo de
la glucosa posprandial en comparacion con la alimentacién con sacarosa en ratas,
mostrando un comportamiento similar al de su analogo comercial, logrando en

ambos casos prolongar la curva glucémica.
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ABSTRACT

Isomaltulose is a recent example of an alternative carbohydrate. It has a low
sweetness, does not produce caries, and is low in calories, which is recommended
for diabetes and overweight. Because this sugar is poorly found in nature, we
produce the recombinant enzyme to convert sucrose to isomaltulose. We compared
the effects of isomaltulose and sucrose on glucose metabolism in rats. The
conversion of sucrose to isomaltulose was measured by HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography). This product was provided to adult rats in only
administration by orogastric via. Every 60 minutes, the plasma glucose was
measured to know the food behavior in the animal glucose metabolism.

On the other hand, to determine the glycemic index, every 15 min, the plasma
glucose was measured during the first h and the last glucose determination at 120
min in rats with isomaltulose and glucose dosed. The conversion from sucrose to
iIsomaltulose was complete according to chromatogram analysis. The main finding
was that plasma glucose concentrations were significantly increased after sucrose
administration compared to isomaltulose obtained recombinant with relative values
of 20% below both cases, likewise, the glucose supply was kept constant when
compared to the isomerized sugar with its structural counterpart. In this model, the
isomaltulose presents high levels of the glycemic index. Isomaltulose obtained
recombinant way has beneficial effects on postprandial glucose metabolism
compared to sucrose feeding in rats. The glycemic index shown by the isomaltulose
Is high, according to reports. Nevertheless, these proofs in humans are necessary
to determine whether substituting isomaltulose for sucrose or other sweet
carbohydrates might be therapeutically helpful in patients with insulin resistance or
type 2 diabetes mellitus. The isomaltulose obtained by the recombinant way has
beneficial effects on glucose metabolism compared to the sucrose feeding in rats

showing similar behavior, extending the glycemic curve in both cases.
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lll. INTRODUCCION

De acuerdo con datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud, mas del
50% de las personas adultas en las naciones miembro padecen de obesidad y
sobrepeso (World Health Organization, 2021).

Algunas de estas demografias cuentan con valores cercanos al 70% dentro de las
cuales se encuentra la poblacibn mexicana, que, a nivel nacional, en 2021, el
porcentaje de adultos de 20 afios y mas con sobrepeso y obesidad fue del 72.4%,
por lo que se encuentra entre los primeros lugares (Shama-Levy et al., 2022).
Esta condicién también tiene una afectacion a nivel econémico, se estima que el
sobrepeso representa el 8.9% del gasto en salud; y esta condicion reduce la
produccion del mercado de trabajo en una cantidad equivalente a 2.4 millones de
trabajadores de tiempo completo por afio reduciendo el PIB en México en un 5.3%
(OECD, 2019).

México es el mayor consumidor de productos ultraprocesados en América Latina y
el cuarto a nivel mundial (OPS/OMS, 2015). En estos alimentos No Recomendables
resalta el consumo, independientemente del grupo de edad, los de alto contenido
de carbohidratos como las bebidas no-lacteas endulzadas; botanas, dulces y
postres; cereales dulces y las bebidas lacteas endulzadas (Secretaria de Salud,
2019). En el afio 2020 la Secretaria de Salud implementé el etiquetado de alimentos
y bebidas no alcohdlicas preenvasados donde se advierte al consumidor de los
nutrimentos e ingredientes que representan una amenaza para la salud donde se
incluyen a los azucares (DOF, 2020).

El conocimiento de las caracteristicas de los grupos de alimentos, conteo de
hidratos de carbono en el plan de alimentacion y manejo de alimentos sustitutos de
alto indice glicémico por los de bajo indice permite un control adecuado de la
glucemia (Evert et al., 2014; Riccardi et al., 2008).

Los alimentos con un alto indice glucémico promueven la oxidacién postprandial de
carbohidratos a expensas de la oxidacion de grasas, por lo que se altera la division
de combustible de forma que esto puede promover a la ganancia de grasa. Por otra
parte alimentos con una baja respuesta glucémica, es decir un bajo indice
glucémico, pueden facilitar el control de la masa corporal promoviendo la saciedad,
minimizando la secrecion postprandial de insulina y manteniendo la sensibilidad a

la insulina (Livesey et al., 2019).
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La isomaltulosa, conocida comercialmente como Palatinose™, es un tipo de un
carbohidrato de lenta digestion, pero completamente asimilable con un bajo indice
glucémico. Cuenta con caracteristicas Unicas en el espectro de azucares
alternativos a la sacarosa como el hecho que no escapa a la digestion en el intestino
delgado y por lo tanto se encuentra completamente disponible ademas que la
liberacion de glucosa es de manera sostenida (Maresch et al., 2017).

Es posible encontrar trazas de isomaltulosa en la miel y en la cafia de azlcar y su
sintesis mediante quimica convencional es compleja por lo actualmente se produce
comercialmente usando la enzima sacarosa isomerasa expresada de forma
recombinante en diversos microorganismos. Esta proteina emplea como sustrato a
la sacarosa y convierte la mayor parte de esta en isomaltulosa y en proporciones
menores trehalulosa, glucosa y fructosa (Liu et al., 2021).

Derivado de las caracteristicas citadas, Castillo (2017) realiz6 la transformacion
exitosa del sistema de expresion P. pastoris SMD 1163 con el vector que contiene
el gen que codifica para la enzima sacarosa isomerasa. Sardifia (2019) optimizo las
condiciones para la expresion de la enzima sacarosa isomerasa recombinante en
Pichia pastoris SMD 1163.

La realizacion de estudios preclinicos in vivo abre las puertas a la posibilidad futura
de probar los beneficios de nuevos productos en humanos. Los mecanismos
homeostasicos de la glucosa se encuentran bien conservados entre especies por
lo que queda mucho por dilucidar a traves de la gran variedad de modelos animales
disponibles en la actualidad (Aileen, 2020). EI modelo de rata Wistar (Rattus
novergicus) tiene la virtud de tener una gran similitud con el ser humano ademas
de tener ventajas relevantes como su tamafio, vida corta, facilidad de manipulacién
y alta tasa de reproduccion.

Tomando en cuenta los aspectos anteriormente sefialados, en el presente trabajo
se busca obtener el mayor porcentaje de conversion de sacarosa a isomaltulosa
utilizando a la enzima sacarosa isomerasa obtenida de forma recombinante para
después probar el producto en ratas Wistar con la intencion de analizar los efectos

benéficos reportados de este edulcorante en el metabolismo de la glucosa.
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IV. ANTECEDENTES

4.1 Isomaltulosa

La isomaltulosa es un ejemplo reciente de un ingrediente carbohidrato alternativo.
Cuenta con una marcada aplicacion comercial como prospecto en la industria de
alimentos porque cuenta con una buena estabilidad acida, muy baja
higroscopicidad y alta seguridad (Shyam et al., 2018; Walter & Marhdofer, 2016).
Como edulcorante alternativo tiene baja dulzura (aproximadamente el 50% de
dulzor en relacion con la sacarosa), no produce caries, es bajo en calorias, lo cual
es recomendable para la diabetes y la obesidad (de Groot et al., 2020; Rubio-Arraez
etal., 2017). También es un tipo de azucar reductor, el cual puede ser usado como
precursor en la produccion de nuevos azucares (Lina et al., 2002)

La isomaltulosa ha sido aprobada como un sustituto seguro de la sacarosa y ha
atraido la atencion de un amplio sector del mundo, con una tasa de crecimiento de
mas del 10%. Ha sido utilizada como sustituto alternativo y aprobado como alimento
para especificos usos en el sector salud debido a sus propiedades dentales en
Japén desde 1985. En los Estados Unidos, la isomaltulosa est4 aprobada como
“Compuesto considerado Generalmente Como Seguro” (GRAS, por sus siglas en
inglés, Generally Regarded As Safe), por la Administracién de Drogas y Alimentos
(FDA, Food and Drug Administration) (GRN No. 184) y es usado en un amplio rango
de suplementos dietarios y alimentos. En el continente europeo, fue autorizado por
la Comision de Comunidades Europeas como un nuevo alimento o ingrediente
alimenticio (Notificado bajo el documento nimero C (2005) 2776). En México, se
encuentra aprobada en el Acuerdo que determina los aditivos y coadyuvantes que
pueden ser utilizados en los productos y sus disposiciones sanitarias publicadas en
el Diario Oficial de la Federacion del 16 de julio del 2021.

En este sentido, cumple en gran medida con los requisitos de un edulcorante
saludable de bajo indico glucémico (Grenby, 1997) debido a que se escinde
completamente en el intestino delgado, de manera que el proceso es menos rapido
en comparacion con la sacarosa.

Por lo tanto, provoca una respuesta atenuada de la glucosa en sangre y la insulina,
una propiedad que puede ser particularmente favorable para los diabéticos
(Grembecka, 2015; Kawai et al., 1985).
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El conjunto de propiedades sefialadas con anterioridades hace a la isomaltulosa
Unica dentro del espectro de edulcorantes alternativos comercializados en la
actualidad.

La isomaltulosa es un disacarido reductor. Su nombre sistematico es 6-O-a-d-
gluco-piranosil-d-fructofuranosa. Es un constituyente natural de la miel (Siddiqui &
Furgala, 1967), se presenta en niveles de hasta el 1% y también se ha encontrado
en el extracto de cafia de azucar (Takazoe, 1985), sin embargo, son cantidades
demasiado pequefias para ser extraidas. Por otro lado, su sintesis a través de la
guimica convencional es complicada. Es por ello, que para la isomerizacién de la
sacarosa a isomaltulosa se ha proyectado como una reaccion enzimatica

comercialmente atractiva la catalizada por la sacarosa isomerasa.



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

4.2 Sacarosa isomerasa

Protaminobacter rubrum productora sacarosa isomeresa, fue la primera en
estudiarse y aislarse durante los afios 50. En décadas mas recientes, muchas
enzimas microbianas se han logrado aislar y caracterizar (Mu et al., 2014), incluidas
las formas nativas de enzimas como Erwinia rhapontici NX-5 (Ren, 2011), Erwinia
sp. (Kawaguti, 2012), Serratia plymuthica ATCC15928 (Véronese, 199), y la forma
recombinante de las enzimas de: E. rhapontici DSM 4484 (GenBank: AAK28735.1)
(Bornke, 2001), E. rhapontici NX-5 (ADJ56407.2) (Ren, 2011), Enterobacter sp.
FMB-1 (ACF42098.1) (Cha, 2009) y Pantoea dispersa UQ68J (AAP57083.1), de las
cuales la isomaltulosa catalizada alcanza una cantidad del 60 al 90% de todos los
productos.

La sacarosa isomerasa, también conocida como isomaltulosa sintasa, cataliza la
reordenacién enzimatica del enlace a-1,2 entre la glucosa y la fructosa, a un enlace
a-1,6 (que produce isomaltulosa) o un enlace a- 1,4 (que produce trehalulosa).
Ademas, la enzima hidroliza la sacarosa para producir glucosa y fructosa como
productos finales, no obstante la isomaltulosa es el producto principal (Mu et al.,
2012) (Figura 1).
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Figura 1. Reaccién de hidrolisis e isomerizacidn de la sacarosa en la reaccion catalizada por
la sacarosaisomerasa (Liu et al., 2021)

En el Protein Data Bank (PDB), la estructura cristalografica de la sacarosa

isomerasa se encuentra resuelta proveniente de varias fuentes mediante la técnica
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de difraccion de rayos X, donde destacan las formas nativas de Klebsiella sp. LX3,
P. mesoacidophila MX-45, P. rubrum CBS574.77 y E. rhapontici NX-5 (Tabla I).

Tablal. Informacion de las estructuras cristalografica de la isoformas representativas de Sacarosa
Isomerasa

Origen microbiano Sacarosa PBD ID Interaccién quimica Resolucién Referencias
isomerasa R

Klebsiella sp. LX3 Pall 1M53 - 2.2 (Zhang et al.,
2003)

P. mesoacidophila MutB 1ZJA Ca?*y Tris 1.6 (Ravaud et al.,

MX-45 2005)

P. rubrum SmuA 3GBD Etilenglicol y citrato 1.95 (Ravaud et al.,

CBS574.77 anionico 2007)

E. rhapontici NX-5 4AHOW Citrato trisodico, 1.70 (Xu et al., 2013)

acetato de amonio y

polietilenglicol

Esta enzima consiste en una molécula de una sola subunidad, la cual pertenece a
la familia de las glucosidasas 13 (GH13). De manera parecida a las enzimas de
esta superfamilia su estructura terciaria, independientemente del origen de esta, es
altamente homologa y estd compuesta de tres dominios: el N-terminal, C-terminal
y un subdominio. El dominio N-terminal es una estructura supersecundaria de 8
barriles (o/p) los cuales conforman la parte mas importante de la enzima al tratarse
del centro catalitico enzimatico (Figura 2). Estudios de la secuencia
multiaminocidica de varias isoformas han revelado que el dominio N-terminal
contiene 5 amino&cidos altamente conservados los cuales se localizan en el centro
catalitico: Asp?*!, Glu?®®, Asp3%°, His'*® e His®*®%®. El subdominio es una estructura
rica en bucle corto, que participa en la unién del sustrato (sacarosa) (Ravaud et al.,
2007). El dominio C-terminal consta de dos B-plegadas antiparalelas los cuales
participan en la estabilidad estructural (Duan et al., 2016). Al contrario de la familia
de enzimas GH13, la sacarosa isomerasa cuenta exclusivamente con una
secuencia RLDRD con cinco aminoacidos (Arg, Leu, Asp, Arg y Asp) proximos del
sitio activo, la cual juega un rol significante en la isomerizacion de la sacarosa
porque puede afectar finalmente la especificidad y la proporcion de los productos
(Mu et al., 2014; Zhang et al., 2002, 2003).

El mecanismo de la reaccion esta basado en el reordenamiento intramolecular de

la sacarosa que simultaneamente produce dos diferentes productos de la
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isomerizacion, isomaltulosa y trehalulosa (Ravaud et al., 2009). Después de la
ruptura del enlace glucosidico (a1/pB1) de la sacarosa, el resto de la glucosa
permanece unida fuertemente al sitio activo de la enzima mientras que el grupo
fructosilo queda unido debilmente. Esto permite que el resto de la molécula de
fructosa gire y cambie su posicion libremente por lo que se logran formar dos
isbmeros diferentes de la sacarosa por reordenamiento intramolecular.

De acuerdo con estudios del sitio catalitico de la sacarosa isomerasa (Ravaud et
al., 2007), se especula que la enzima actua usando un mecanismo de doble
desplazamiento de dos pasos. En este proceso la formacion y degradacién de un
intermediario covalente glucosil-enzima fue completado a traves del estado de
transicion de iones carboxilo de Glu al sitio activo de la enzima. Para completar la
hidrolisis de la sacarosa, Glu actia como un catalizador acido, protonando al
oxigeno en el enlace glucésido del sustrato proporcionando un potrén. Luego, el
Asp del sitio activo ataca a los atbmos de hidrogeno C1 por ataque nucleofilico,
desprotonando a los atomos de hidrogeno C1 y dando como resultado la formacion
del intermediario enzimatico B-glucosil. El tautomerismo del grupo fructosilo libre da
pie a la formacion del isbmero de sacarosa (isomaltulosa o trehalulosa) (Zheng et
al., 2019).
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4.3 Expresion de proteinas recombinantes en Pichia pastoris

Pichia pastoris representa al sistema biolégico de produccion de proteinas
heter6logas mas popular por su costo y sistema de expresion (Karbalaei et al.,
2020a). Los beneficios de aprovechar este sistema incluye el plegamiento
apropiado (en reticulo endoplasmaético) y la secrecion de proteinas recombinantes
al medio externo del ambiente de la célula (Yang et al., 2013).

Esta levadura fue asilada en un principio de exhudados de un castafio en Francia
y nombrada por Guilliermond como Zygosaccharomyces pastoris (Zahrl et al.,
2017). Esta probado que P. pastoris, como una levadura metilotréfica que puede
utilizar metanol como Unica fuente de carbono y energia (llgen et al., 2005).

Una de sus caracteristicas resulta ser la existencia de un promotor fuerte y
estrechamente regulado para el gen alcohol oxidasa 1 (AOX1) (Cregg et al., 2000).
Dentro de las moléculas que reprimen al promotor del gen de la alcohol oxidasa 1
(PAOX1) se encuentran: la glucosa, el glicerol y el etanol. Al eliminar el gen AOX1,
el crecimiento en el medio con metanol se ve reducido de manera drastica, este
fenotipo se conoce como de utilizacion lenta de metanol (Mut®). El fenotipo de uso
maximo de metanol (Mut®) requiere altas tasas de alimentacion de esta molécula
en fermentaciones a gran escala. Otro fenotipo es el Mut que no tiene la capacidad
para crecer en metanol en virtud que esta cepa presenta deleciones en los genes
gen alcohol oxidasa 1 y gen alcohol oxidasa 2 (AOX2).

Es importante considerar una estrategia adecuada durante el cultivo en un
biorreactor con Pichia pastoris, en el sentido de la obtencién de niveles altos en la
produccion de la proteina heteréloga, entonces se deben tomar en cuenta diversos
factores que inciden directamente en el metabolismo de la célula asi como en la
produccion de las proteinas heterdlogas (Li, 2007). Una estrategia de cultivo para
este microorganismo consiste en tres etapas (Celik et al., 2009; Jiang et al., 2008;
Li, 2007; Mu et al., 2014; Mu et al., 2008; Noseda et al., 2013). La primera de ellas
consiste en un cultivo batch (discontinuo) utilizando una fuente de carbono y
energia no fermentable pero capaz de reprimir el PAOX1, como puede ser el
glicerol, lo que da como resultado la acumulacion de biomasa. La segunda etapa
se desarrolla en forma de cultivo con incremento (fed — batch), en este caso, el
glicerol es alimentado al final de la etapa de crecimiento exponencial aumentando

aun mas la concentracion celular. En la tercera etapa, nombrada fase de induccién,
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se inicia afiadiendo metanol al cultivo de forma lenta, lo que facilita la aclimatacion
del cultivo al metanol iniciando la sintesis de la proteina recombinante. Se ajusta la
velocidad de adicion de metanol hasta que se alcanza la tasa de crecimiento
deseada (Cereginho et al., 2002).

Otros factores de suma relevancia son el pH y la temperatura, la importancia de
estos factores radica en el tipo de cepa y/o la proteina recombinante expresada
(Sinha et al., 2003). El pH que se utiliza con mayor frecuencia es el rango de 3a 7
(Hohenblum et al., 2004). Asi mismo el pH mas utilizado se fija alrededor de 5.5
con la intencion de reducir los efectos de la proteasa presentes en el medio
(Kobayashi, 2000).

La temperatura éptima para el crecimiento es de 30 °C. A los 32 °C la expresion de
proteinas se detiene y el crecimiento disminuye drasticamente. Algunas referencias
sefialan que trabajar a bajas temperaturas mejora significativamente la produccion

de proteinas heterdlogas secretadas (Macauley-Patrick et al., 2005).
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4.4 Uso de modelos en animales en experimentos

Un modelo es un objeto de imitacién, mas o menos fiel o semejante a otro, una
persona o cosa que es similar en imagen de otra. Por lo que se puede describir a
un modelo animal como un “objeto animado de imitacién”, una “imagen del hombre”
o de cualquier otra especie con el fin de investigar circunstancias fisiolégicas o
patologicas diversas (Festing, 2004; Rand, 2008). De esta misma manera un
organismo modelo es una especie animal que se estudia exhaustivamente en el
laboratorio para poder entender un fendmeno biolégico de forma puntual con el fin
de que los descubrimientos en la especie ayuden a explicar cémo funciona el
MisSmo proceso pero en otro organismo (Festing, 2004).

El Comité Nacional de Investigacion de Modelos Animales para Investigacion de
Estados Unidos en Anging otorga la defincion de “modelo animal de laboratorio”
como “un modelo animal en el que la normalidad biologica y de conducta puede ser
analizada, o en la cual se puede examinar el desarrollo de patologias espontaneas
o inducidas y en los cuales el fen6meno en uno o mas caracteristicas se parecen
al humano o a otros animales” (Navarro-Hernandez et al., 2012)

A simple vista los seres humanos y los animales podrian parecer desemejantes, sin
embargo, a nivel de detalles fisiologicos y anatomicos son notablemente similares.
Todos los animales, tienen los mismos 6rganos (cerebro, pulmones, corazon, etc.)
y sistemas (respiratorio, cardiovascular, nervioso, etc.). Estos realizan las mismas
funciones en la misma orientacién que el humano. De ahi que cerca del 90% de los
medicamentos para uso veterinario sean iguales o muy similares para el tratamiento
de pacientes humanos.

A Erasistrato, en Alejandria en el siglo tercero a.C., se le atribuye el primer registro
del uso de exprimentacion en animales vivos con un estudio de humores
corporales. A principios del siglo IXX, la experimentaciéon en animales emergio
como un método destacado en la ciencia; lo cual significé el surgimiento de la
fisiologia y las neurociencias experimentales de la misma forma en la que se
conocen en la actualidad (Loew, 1982). Hoy en dia se reconocen las grandes
contribuciones de los experimentos con animales del pasado, para mejor
comprensién de las enfermedades y los tratamientos que existen. De dichas
contribuciones se destacable el impacto de la investigacion realizada con animales

en enfermedades como la poliomelitis, trasplante de 6rganos y la enfermedad de
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Parkinson, donde fueron inicialmente probadas y perfeccionadas técnicas y
métodos de tratamiento. Casi en su totalidad las formas convencionales de
tratamientos médicos (farmacos, tratamientos quirlrgicos y vacunas) se desarrollan
con la ayuda de los animales involucrados en la investigacion, aunado a que no es
ético e ilegal experimentar con humanos y que los modelos informaticos, los cultivos
celulares y las sustancias artificiales no tienen la capacidad de simular al tejido,
musculo, sangre, huesos y érganos operando en conjunto del sistema vivo (Lemon
& Dunnet, 2005; Pound et al., 2004).

Es indispensable que los Iinvestigadores usuarios de animales, tengan
conocimiento de los fundamentos éticos que involucran a la investigacion y el
manejo estos. Este conocimiento ademas permitira llevar al cumplimiento adecuedo
de los objetivos planteados. El uso de animales vivos no es un derecho sino un
privilegio, con el cual se obtienen todos los beneficios previamente mecionados en
cuanto a la generacion de conocimiento que estas técnicas representan (Navarro-
Hernandez et al., 2012).

En México se consideran las acciones enfocadas al cuidado, manejo y utilizacion
de animales con fines de investigacion cientifica, desarrollo tecnoldgico e
innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza con el proposito de cuidar y evitar
graves dafos en el bienestar de ellos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO0-
1999 (Secretaria de Agricultura, 1999).

13



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

4.5 Experimentacién en modelos murinos

Los modelos mamiferos tienen un uso extenso en virtud de su similitud con el ser
humano. Modelos murinos como las ratas, ratones, cobayos, hamsteres son los
preferidos por su tamafo, vida corta, facilidad de manejo y alta tasa de
reproduccion. Proveen de los principales modelos para el estudio de los procesos
metabolicos en el humano. Es imposible dar reglas especificas para la seleccion
del modelo animal, debido a la amplia gama de consideraciones que deben tomarse
en cuenta al efectuar la seleccién en sentido de cada la direccion de cada proyecto

y sus objetivos sin embargo en la Tabla Il en enlistan algunas reglas generales.

Tabla Il. Reglas generales para la seleccion del modelo animal (Davidson et al., 1987)
Idoneidad de la similitud entre el modelo y la especie diana

Capacidad de transferir la informacion

Uniformidad genética del organismo

Conocimiento general de sus caracteristicas bioldégicas
Costo y disponibilidad

Aplicacion general de los resultados a obtener
Facilidad de adaptacion a la manipulacion
Consecuencias ecolégicas del uso del modelo
Implicaciones éticas

Disponibilidad de alojamiento adecuado

Tamafo del animal

Cantidad de animales que se requieren

Periodo de vida

Sexo

Cantidad de datos que se necesitan

Disponibilidad de equipo para la obtencién de datos
Edad de los animales

Necesidades de reproduccion si se requiere progenie
Conocimiento del comportamiento normal de la especie
Conocimiento especifico de las principales enfermedades de la especie

Contar con personal capacitado para el manejo y cuidado de las(s) especies

14



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Dentro de los modelos animales, el ratén representa al mamifero mas conocido,
con un genoma caracterizado y consecuentemente mas utilizado. Dentro de la
investigacion representa un modelo ideal porgue su genética se conoce
perfectamente, su tamafio facilita su manejo, es de simple y barato mantenimiento
y tiene un corto periodo de gestacion, sus camadas son grandes y alcanza la
madurez reproductiva muy pronto por o que se obtienen varias generaciones en
plazos cortos de tiempo. Es una especie con muchas cepas con y sin
consanguiniadad de forma que existe un amplio nimero de modelos a partir de esta
excedencia (Davidson et al., 1987).

La rata es de igual forma ampliamente empleada en estudios de laboratorio en los
cuales el raton no puede ser estudiado. Las ratas han sido el animales de eleccién
muchos estudios nutricionales, a pesar de su habito natural de coprofagia. El inicio
de su estudio se remonta al siglo 16, sin embargo, el inicio del desarrollo de las
ratas de laboratorio en su calidad de modelo experimental se dio en 1906 por el
Instituto Wistar desarrollando el modelo de rata Wistar (Rattus novergicus). Estas
tienen su origen en algunas regiones de Asia, esta especie se encontraba
comunmente en el siglo XVIIl en Europa (The Wistar Institute, 2017).

Existen diferencias notables en los roedores entre los de tipo silvestre y los de
laboratorio. En el caso de las ratas de laboratorio, por ejemplo, tienen pequefas
glandulas suprerenales y prepuciales, alcanzan la madurez sexual en edad mas
temprana, carecen de estacionalidad en el ciclo reproductivo, tienen mejor
fecundidad y vida util mas corta, en comparaciéon a las de tipo salvaje en libertad
(Bullock & Bunton, 2000).

Es de suma relevancia considerar varios aspectos del ciclo de vida de la rata,
incluyendo la fase de edad en la que se encuentra donde resalta que las ratas
tienen una infancia breve y acelerada en comparacién al ser humano. Tienen un
desarrollo rapido durante la infancia y empiezan a madurar sexualmente cerca de
las 6 semanas de edad alcanzando la madures social en un rango de los 5a 5
meses de dedad, mientras que los humanos se desarrollan de manera mas lenta y
no llegan a la pubertad hasta una edad aproximada de 11 o 12 afios (Sengupta,
2013).

El Unico vinculo entre las madres mamiferas y sus infantes que crean y mantienen

mientras se da el amantamiento se da por terminado de manera irrevocable en el
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destete. Este proceso significa el desarrollo de una reorganizaciéon en el
comportamiento de la ingesta donde los infantes subsisten exclusivamente de leche
materna y los adultos de forma independiente seleccionan e ingestan alimentos
soélidos. Este proceso se presenta de manera especial en las ratas, representando
la primera fase en la vida de las ratas, en el que se introduce de manera gradual al
infante a la dieta solida con el apartamiento de la leche materna. Rattus novergicus
comienza a ingerir alimento solido a la edad de 18 d, disminuyendo el tiempo
dedicado a la lactancia alrededor del dia 20 aumenta el consumo de alimentos
sélidos, para el dia 34, las crias ya no maman y el destete total. EI promedio de
destete en humanos es de 180 d mientras que este proceso dura alrededor de 3
semanas.

El peso corporal suele ser utilizado como indicador de la edad del animal, sin
embargo, este parametro carece de precision respecto a las semanas de
existencia. Se ha reportado que las ratas macho con un peso entre 250 gy 274 g
tenian una edad discrepante en 3 semanas, desde la semana 49 (etapa de
perioadolescencia) a la semana 70 (periodo como adulto joven). Aunado a esto las
ratas macho de la misma edad presentan variaciones en el peso de hasta 100 g en

el peso corporal (Figura 2).

P7 P21
~14 g ~45g
G e\
Postnatalday 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
L l 1 l 1 | 1 1 1 | 1 1 1 1 1
1 T T 1
neonatal weanling periadolescent young adult

Figura 2. Correlacion del peso corporal con diferentes fases de los dias posteriores al
alumbramiento (Sengupta, 2013)

El peso corporal, por lo tanto, solo es un aproximado de la edad corporal (Tabla Ill)
(Sengupta, 2013).
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Tabla lll. Caracteristicas fisiol6gicas generales y reproductivas de las ratas Wistar

(Sengupta, 2013)

Datos fisiologicos comunes
Temperatura corporal
Datos respiratorios
Ritmo cardiaco
Consumo diario de agua
Consumo diario de alimento
Tamafio de la camada
Peso al nacer
Edad de destete
Madurez sexual
Duracién de la crianza
Peso del adulto macho
Peso del adulto hembra
Lapso de vida
Parametros de reproduccion
Ratas macho
Edad al apareamiento
Peso en el apareamiento
Ratas hembra
Edad al apareamiento
Peso en el apareamiento
Duracién del periodo de celo
Duracion de celo

Tiempo de ovulacion

Menopausia
Gestacion

Tiempo de copulacion

Tiempo en el que el espermatozoide es

detectado en la vagina

37°C

75-115 respiraciones/min
260-400 latidos/min

10-12 mL/100 g de peso corporal
10 g/100 g de peso corporal
6-12

59

21 dias

7 semanas (~49 d)

12-16 meses

450-550 g

250-300 g

2.5 - 3.5 afios

8-10 semanas
250-300 g

8-10 semanas
180-225 g
4-5d

10-20 h

8-11 h después del comienzo de
celo

15-18 meses

Cercano al punto medio previo al
ciclo oscuro
1d
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Continuacion

Tiempo de implantacion Después del dia 5

Duracion de la gestacion 21-23 dias

El conjunto de caracteristicas sefialadas indican que es indispensable entender que
no se trata de un forma humana en miniatura debido a que se presentan diferencias
en la anatomia, fisiologia y el desarrollo que son fenbmenos que deben tomarse en
cuenta al momento de interpretar los resultados de cualquier investigacion, ademas
del factor de la edad que resulta crucial (Tabla Ill), en especial cuando se quieren

hacer analisis de correlacién con el humano.

4.5 indice glucémico

El indice glucémico (IG) es la propiedad de los carbohidratos digeribles en
diferentes alimentos de aumentar especificamente la glucosa en la sangre en un
alimento dado. La Organizacion Internacional de Normalizacién, 1SO por sus siglas
en inglés (International Organization for Standardization), sefiala que de forma
particular, esta propiedad hace referencia al incremento del &rea bajo la curva de
la respuesta de glucosa después del consumo de una porcién de carbohidratos de
una prueba de alimento expresado como el porcentaje de la respuesta promedio a
la misma cantidad de carbohidrato de un alimento de referencia tomado en el
mismo sujeto en una ocasion diferente. (ISO, 2010). Este valor representa una
caracteristica del alimento en si, el indice o porcentaje representa la calidad de
alimentos con carbohidratos. Los alimentos que tienen carbohidratos que son
digeridos, absorbidos y metabolizados rapidamente son clasificados en alimentos
con alto IG y aquellos que se digieren, absorben y metabolizan lentamente son
considerados de bajo IG. La ISO otorga los valores para esta clasificacion que se

muestra en la Tabla IV.

Tabla IV. Parametros de referencia sugeridos por la Organizacion Internacional de
Normalizacién para la clasificacién de los alimentos por su indice glucémico (1ISO, 2010)

Clasificacion Valor de IG
Alto =270
Medio 56-69
Bajo <55
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El concepto de IG por si mismo sigue siendo considerablemente malinterpretado e
incluso descartado por las limitantes que se pueden encontrar en la aplicacion de
este método como el poder evaluar la respuesta glucémica postprandial para las
comidas de la vida real que consisten en combinaciones arbitrarias de alimentos y
cantidades variables consumidas en diferentes momentos del dia y en diferente
proximidad a la actividad fisica y otras comidas (Zeevi et al., 2015). Estudios que
investigaron el efecto de las dietas con bajo indice glucémico en el riesgo de
padecer diabetes mellitus tipo 2, pérdida de peso y factores de riesgo
cardiovasculares encontraron resultados variados, razones por las que muchos
profesionales de la salud lo consideran como complejo e irrelevante para la practica
clinica (Greenwood et al., 2013; Kristo et al., 2013; Schwingshackl & Hoffmann,
2013).

Por otro lado, con el paso del tiempo, diferentes organizaciones han mostrado su
apoyo calificado al uso de esta propiedad como la OMS (Mohan et al., 2016),
Federacion Internacional de Diabetes (Greenwood et al., 2013), Asociacion
Americana de Diabetes (Evert et al., 2019), Diabetes UK (Diabetes UK, 2021) y el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2015).

4.6 Antecedente particular

El grupo de investigacion del Laboratorio de Biotecnologia | de la Universidad
Autonéma de Chihuaha | realizé existosamente la transformacion de P. pastoris
SMD 1163 con un vector que contiene un gen de la enzima sacarosa isomerasa
(Castillo, 2017).

Posteriormente siguiendo la misma linea de investigacion se establecieron las
condiciones para la expresion de sacarosa isomerasa recombinante en P. pastoris
SMD 1163 con el vector pSINX5-L202E (Ver Figura 3). La proteina codificada por
dicho gen guarda un 100% de identidad con la secuencia aminocidica de la
sacarosa isomerasa de Erwinia rhapontici (Sardifia, 2019). Esa isoforma sera la
utilizada como objeto de estudio en el presente trabajo.

En la Figura 3 se observan los componentes del vector pSINX5-L202E (5293 bp),
enseguida se enunciardn los mismos conforme se da su aparicion en sentido
horario. Promotor AOX1: Es el promotor inducible por metanol, con la presencia de
esta sustancia en el medio de cultivo ocurre la expresion del gen diana. Sefal de

secrecion del factor a: Se encarga de dirigir la proteina heterologa al sobrenadante
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del cultivo. palINX5-L202E: Gen que codifica para la enzima sacarosa isomerasa.
Sus secuencia aminoacidica fue optimizada para incrementar la estabilidad térmica
de la enzima reemplzando un acido glutamico por una leucina en la posicién 250
utilizando como base la secuencia de Erwinia rhapontici. 6xHis: Secuencia de
hexhistidinas ubicadas en el extremo N-terminal de la proteina que permite su union
especifica a una matriz o fase estacionaria que contenga grupos quelantes de Ni%*
formando un complejo entre los componentes de la fase estacionaria y el grupo
imidazol de los residuos de la cola de histidinas. Terminador AOX1: Es el terminador
de la transcripcion del gen diana. TEF1: Factor de elongacion de traduccion, es el
responsable del eficiente transporte de RNAs de transferencia al ribosoma, permite
la produccion proteinas en las que se reprime la expresion de un gran namero de
genes implicados en el uso de fuentes de carbono menos favorecidas. Promotor
EM7. Este promotor del fago T7 permite la expresion del gen de resistencia a
antibidtico (bleomicina). BleoR. Codifica una proteina de unién a antibioticos la cual
confiere resistencia a la bleomicina, fleomicina y zeocina. CYC1 terminator.
Terminador de la transcripcion para el gen de resistencia a antibiotico. Ori. Origen
de replicacion para E. coli. Marcados con lineas se muestran los sitios para enzimas

de restriccion.
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Figura 3. Plasmido pSINX5-L202E (5293 bp). Contiene el gen que codifica para la enzima
sacarosa isomerasa responsable de la reaccién para obtener isomaltulosa a partir de sacarosa
(Sardifia, 2019)
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V. JUSTIFICACION

De acuerdo de datos de la OMS (2021), méas del 50% de los adultos en los paises
miembro padecen obesidad y sobrepeso, condicion que esta estrechamente
relacionada con el consumo de alimentos con un alto contenido de carbohidratos
con un alto indice glucémico como bebidas endulzadas, botanas, dulces y postres.
La sustitucion de alimentos de alto indice glucémico por los de bajo indice
glucémico mejora el control de la glucosa en sangre, regula el peso corporal y
promueve el control del apetito siendo la isomaltulosa un ejemplo claro de un
sustituto potencial ademas que a pesar de tener apréximadamente 50% del dulzor
relativo de la sacarosa es menos labil bajo condiciones extremas de pH mostrando
ser estable durante mas de 30 min cuando es incubada a pH 1.0 y 95 °C mientras
gue su antecesor, la sacarosa, se hidroliza casi por completo bajo las mismas
condiciones. El conjunto de propiedades sefaladas con anterioridad hace a la
isomaltulosa Unica dentro del espectro de edulcorantes alternativos
comercializados en la actualidad. Para iniciar el proceso de registro de propiedad
intelectual y derechos de inventor, es necesario demostrar primeramente que en
modelos murinos el efecto es prolongar la curva glucémica cuando se compara con

Su antecesor, la sacarosa.
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VI. HIPOTESIS
La isomaltulosa obtenida de forma recombinante prolonga la curva glucémica

cuando se compara con su antecesor, la sacarosa, en ratas Wistar.
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VIl. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Evaluar el indice glucémico en ratas tratadas con isomaltulosa de origen
recombinante.

7.2 Objetivos Particulares
1. Realizar la conversion de sacarosa a isomaltulosa de origen recombinante
en un porcentaje mayor al 90%.
2. Determinar el efecto en los niveles glucémicos de la isomaltulosa (obtenida
por la enzima sacarosa isomerasa) en ratas Wistar.

3. Estudiar el indice glucémico de la isomaltulosa (obtenida de forma
recombinante) en ratas Wistar.
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VIIl. MATERIALES

8.1 Material biol6gico
e Pichia pastoris SMD 1163. Genotipo: deficiente en proteinasa A y B,
transformada con el vector pSINX5-L202E.

8.2 Material y equipo de laboratorio
e Asa bacteriologica
e Autoclave Felisa
e Balanza analitica OHAUS
e Bafo Maria VWR Scientific
e Cajas Petri estériles
e Camara de electroforesis horizontal SIGMA ®
e Campana de flujo laminar
e Centrifuga Eppendorf
e Congelador -20 °C Scientemp
e Congelador -80 °C VWR Scientific Products
e Espacio para el espectro de insulina
e Fotodocumentador KODAK® DC290
e Frascos de vidrio Pyrex®
e Fuente de poder SIGMA®
¢ Incubadora VWR Scientific
e Jeringa para Insulina 1 mL
e Matraces Erlenmeyer 50, 100, 250 y 500 mL
e Microondas SHARP
e Micropipetas Eppendorf 10, 100 y 1000 uL
e Parilla de calentamiento Thermo Scientific ®
e Potenciometro Daigger
e Probetas 100, 250, 500 y 1000 mL
e Refrigerador 4 °C Kelvinator
e Refrigerador 4 °C TOR REY
e ReliOn™ Premier Classic Blood Glucose Monitoring System
e Shaker e incubadora INNOVA 43
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Sonda para alimentacion de plastico transparente, estéril, desechable, con
un orificio en el extremo proximal y otro en los primeros 2 cm infantil, cal 8 fr,

long 38.5 cm

8.3 Reactivos y sustancias

Agua destilada estéril

Agar Bacteriologico

Agua inyectable

Ampicilina (100 pg/pL) SIGMA —ALDARICH®
Buffer de carga para SDS-PAGE

Buffer de corrida para SDS-PAGE

Buffer de fosfatos

Buffers de citratos 50 mM y 100 mM

Cloruro de calcio 50 mM y 100 mM

Invertasa SIGMA® catalogo: SLBG7298V
Isomaltulosa Numadex DB 500 gr.
Kanamicina (60 pg/pL) SIGMA —ALDARICH®
Kit de extraccion de proteina de levadura Y-PERTM Thermo
Scientific

Marcador de peso molecular Kaleidoscope Prestained Standards
BIO RAD

Medios de cultivo LB, YPD Y BMMY

Metanol absoluto SIGMA —ALDARICH®
NaOH, 1% SDS (2)

Reactivo de Biuret

Sacarosa (SIGMA — ALDARICH)

SDS al 10%

Solucién 2: 0.2 M NaOH, 1% SDS

Solucion de acrilamida al 30%

Solucién de PBS

Solucién para tincion y destincion

Solucién salina al 0.9%

26



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

e Soluciones de albumina (5, 10, 15 y 20 mg/mL) SIGMA -
ALDARICH®
e Zeocina (100 pg/pL) SIGMA —ALDARICH®

IX. METODOS

9.1 Estrategia para el cultivo de Pichia pastoris SMD 1163 transformada con
el vector pSINX5-L202E y la expresiéon de sacarosa isomerasa pallINX5-L202E

La estrategia que se siguio para cultivar Pichia pastoris SMD 1163 transformada
con el vector pSINX5-L202E con la intencién de expresar a la proteina sacarosa
isomerasa recombinante fue la establecida por Jiang et al. (2008) para la induccion
de la expresién de la lactoferrina humana recombinante en P. pastoris KM71. En
dicha metodologia las levaduras ya transformadas se inoculan en medio YPD con
antibidtico (ampicilina 100 pg/uL, kanamicina 60 ug/uL, y zeocina 100 ug/uL), se
dejan incubando en agitacion vigorosa durante 24 h a 30 °C a 250 rpm.
Posteriormente, se centrifugan a 5000 rpm a temperatura ambiente durante 5 min,
se descarta el sobrenadante y la pastilla se resuspende en medio BMMY para una
densidad optica a 600 nm (DOsoo) inicial de 0.1 a 0.2, cada 24 h por 72 h se adiciona
metanol al 0.5% (v/v concentracion final). Durante dicho periodo los cultivos se

mantienen a 30 °C a 250 rpm.

9.2 Identificacién de la proteina sacarosa isomerasa a través de un gel de
poliacrilamida por la técnica de SDS-PAGE (Laemiil, 1970)

Se pusieron dos vidrios BIORAD® para electroforesis de proteinas en un porta
geles dejando una separacion de 1 mm entre cada uno, previamente lavados con
etanol al 70%, situando el mas grande atras y el chico adelante. Una vez sellados,
se comprobd que no existiera fuga alguna con agua destilada, se retird el agua
dejando que se secara. El gel de poliacrilamida al 12% se hizo con proporcion a la
Tabla IV.
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Tabla IV. Preparacién de gel de poliacrilamida al 12% para realizar la técnica SDS-PAGE

Reactivos Cantidades
Gel separador Gel concentrador
Agua 1.6 mL 2.7 mL
Acrilamida al 30% 2 mL 670 pL
1.5 M Tris HCI pH 8.8 1.3 mL -
1.5 M Tris HCI pH 6.8 - 500 pL
SDS 10% 50 pL 40 yL
APS 10% 50 uL 40 pL
TEMED 2 uL 4 uL

Primero se preparo el gel separador colocandolo en la parte inferior de los vidrios
para luego adicionar agua con la intencién de una polimerizacién mas veloz. Una
vez polimerizado, se le retiro el agua; luego se realizd el gel concentrador
colocandosele un peine de 10 pozos entre los vidrios. Ya que polimerizd, se ubicé
en una camara para electroforesis BIORAD® llenada con buffer de corrida 1X, se
quité el peine y los pozos del gel fueron lavados con el buffer de corrida.

Para la preparacion de las muestras: se colocaron 10 a 20 ug de proteinas totales
y se afladié buffer de carga 5X, se calentaron las muestras a bafio Maria (100 °C)
y posteriormente se cargaron en el gel. Durante media hora se realizo la corrida a
100 V y una hora y media a 80 V. Se retir6 el gel de la camara, se tifid con 50 mL
de solucion de tincion a 40 min en agitaciéon suave, luego se retir6 la solucion, se

realizaron varios lavados, se agrego la solucién de destinién y se dejo por 10 h.

9.3 Cinética de produccion de isomaltulosa - trehalulosa

El sistema reaccionante para el desarrollo de la cinética de produccion de
isomaltulosa — trehalulosa se basé en 1 L de solucién de sacarosa 3 M (55 °Brix)
disuelta en buffer de citratos 50 mM pH 5.0 a una temperatura de 30 °C en agitacion
a 60 rpm y la aplicacién semicontinua de la solucién de proteinas totales para una
masa agregada de 95 mg. La reacciéon fue detenida una vez que se alcanzé la

conversion al 90%.
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9.4 Determinaciéon de la pureza de la isomaltulosa recombinante por HPLC
(Cromatografia liqguida de alto rendimiento)

Los contenidos de sacarosa, isomaltulosa, trehalulosa, glucosa y fructosa de la
mezcla de reaccion fueron determinados por medio de la técnica HPLC (High
Performance Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés). Se utiliz6 el equipo
Agilent 1100 y la columna Zorbax NH2 analytical 4.6 x 250 mm 5u de Agilent® en
el Laboratorio de Quimica Analitica Ill de la FCQ-UACH. Las condiciones de la
corrida fueron: volumen de inyeccion: 20uL, flujo: 0.8 mL/min, temperatura: 25°C,
fase movil: acetonitrilo: agua (71:29). La concentracion de productos fue calculada,
a partir de la comparacion del area de sus respectivos picos con los de los

estandares.

9.5 Animales y alojamiento

Un total de 24 ratas Wistar (Rattus norvegicus) hembras y machos (Bioterio de la
FCQ-UACH) de seis semanas de edad fueron alojadas en jaulas de Plexiglas
(450 x 280 x 130 mm) con pisos de rejilla de acero inoxidable en el suelo con
temperatura controlada (22 + 2°C) en la habitacion de pruebas con ciclos de 12/12
horas de luz y oscuridad. Las ratas tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento
comercial (BDL-7100; ABENE, Estado de México, México; 46.5% de carbohidratos,
23% de proteina, 4.5% de grasa y 0.6% de fibra; 3.2 kcal/lg de contenido
metabolizable de energia) antes del inicio de los experimentos.

Todos los procedimientos con animales fueron en estricto seguimiento a la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1999. El protocolo fue aprobado por el CICUAL
(Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio) de la FCQ-
UACH.

Las ratas fueron privadas de alimento en sus propias jaulas 16 h antes del inicio de

los experimentos para prevenir la coprofagia, pero con acceso libre al agua.

9.6. Estudio del indice glucémico
9.6.1 Para el estandar de glucosa
A un grupo de 10 ratas se les administré por sonda orogastrica 25 g de glucosa
anhidra disuelta en agua de acuerdo con lo establecido por el protocolo ISO que

permite utilizar esta cantidad de carbohidratos (ISO, 2010). Dos horas después, se
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inmovilizé al murino y se le tom6 muestra de 1 uL de sangre a los 0, 15, 30, 45, 60,
90 y 120 min de la cola mutilando la punta de esta con un equipo de diseccion y se
midi6 de forma cuantitativa la concentracién de glucosa en sangre total en el equipo

ReliOn™ Premier Classic Blood Glucose Monitoring System.

9.6.2 Para laisomaltulosa obtenida de forma recombinante

Al mismo colectivo de ratas una vez transcurrido el tiempo de ayuno de igual
manera que en la glucosa, se les aplico de forma similar una dosis de 25 g de la
isomaltulosa obtenida de forma recombinante disuelta en agua. Una vez que
pasaron dos horas se realizo la extraccién de sangre para la determinacion de
glucosa en sangre total de la misma forma que en el estandar de glucosa.

9.6.3 Determinacion aritmética del indice glucémico

Para establecer el &rea bajo la curva de glucemia durante dos horas que se produce
por el consumo de la isomaltulosa de origen recombinante comparada con el
incremento producido al consumir el estandar de glucosa, que sirvi6 como

referencia, se realiza el siguiente calculo matemaético:

Area bajo la curva de glucémia
2 horas después de consumir Isomaltulosaopteniaa de forma recombinante

1G 1SOMALTULOSA OBTENIDA = X 100

DE FORMA RECOMBINANTE Area bajo la curva de glucémia
2 horas después de consumir 25 g de glucosa (Estandar)

9.7 Determinacién de los niveles de glucosa en sangre

Pasado el periodo de ayuno, se obtuvo una muestra de sangre de la vena de la
cola de la rata a los 0 min para entonces administrarles por via oral isomaltulosa
obtenida de forma recombinante, isomaltulosa comercial, sacarosa y agua como
control negativo en una dosis de 2 g/kg en un volumen de 10 mL/kg. Se
inmovilizaron y se obtuvieron muestras de sangre a los 20, 40, 60, 90, 120, 180y
240 min. Se determind entonces la glucosa en sangre usando el equipo ReliOn™

Premier Classic Blood Glucose Monitoring System.

9.8 Analisis estadistico
Los resultados fueron representados como medias y las desviaciones estandar de
la concentracién de glucosa en los animales usados. Para el analisis estadistico fue

realizado por un diseiilo completamente al azar y para probar diferencias
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significativas entre las medias del cambio en el comportamiento de la glucosa en la

sangre para cada tratamiento se elabor6 una comparacion por Tukey.

X. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Estrategia para el cultivo de Pichia pastoris SMD 1163 transformada con
el vector pSINX5-L202E y la expresion de sacarosa isomerasa palINX5-L202E
Siguiendo la metodologia descrita en la seccion 9.1 de Jiang et al. (2008)
sustentada en dos momentos principalmente, en el que el primero de ellos se
enfoca a obtener la cantidad suficiente de biomasa para dar inicio a la induccion de
la expresion de proteina recombinante de ahi la importancia del estado fisiologico
de las células obtenidas en esta primera parte. Derivado de esto, el primer paso de
la estrategia manejada en esta seccidn consiste en supervisar el tiempo propuesto
para la primera fase del cultivo.

En la figura 4 se muestra la cinética de crecimiento de P. pastoris SMD 1163 en
medio YPD a 30°C y 250 rpm. Se partido de una DOeoo de 0.2. Se observa que
permanece en fase de adaptacion por un periodo aproximado de 1.5 h.

La velocidad especifica maxima de crecimiento a la que se desarroll6 fue de 0.247
h'l. La alta densidad celular del cultivo en el momento de la inoculacion cre6 una
restriccion en su desarrollo. Este efecto limitante que se observa en altas
densidades celulares es el resultado de limitaciones de transferencia de masa,
potencialmente la transferencia y disponibilidad de oxigeno molecular. Se hace
dicha deduccion tomando en cuenta que la concentracion de glucosa, que fue la
fuente de energia y carbono, al final de la etapa logaritmica del cultivo era de 16
g/L, valor que es muy superior a la Ks giucosa (25 mg/L) de Saccharomyces cerevisiae
genotipo silvestre, por lo que se puede aceptar que la cantidad de glucosa fue
suficiente con un 16% de conversidn en biomasa y reaccion de mantenimiento
celular. Existen modificaciones importantes en el estado fisiolégico del cultivo
cuando el fin de la fase exponencial se ha dado generados por la escasez de un
sustrato. Realizando dicho andlisis se puede afirmar que siguiendo las condiciones
del ensayo establecido por Jiang et al. (2008) y optimizadas por Sardifia (2019) son
adecuadas para P. pastoris 1163 debiendo ser el tiempo de 7 a 11 h en funcién a

la DO comprendido durante la inoculacion, quedando establecido una DO de 0.05,
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con una temperatura de cultivo de 30 °C y una agitacién a 250 rpm por un periodo
de 11 h.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de Pichia pastoris SMD 1163 transformada con el vector
pSINX5-L202E en medio YPD a 30°C y 250 rpm. Se muestra el modelo de tipo exponencial que
describe el crecimiento celular en esta fase.

10.2 Identificaciéon de la enzima sacarosa isomerasa a través de un gel de
poliacrilamida por la técnica de SDS-PAGE (Laemiil, 1970)

Antes de llevar a cabo la reaccion enzimatica, con el fin de identificar la presencia
de la enzima sacarosa isomerasa en el extracto de proteinas totales de P. pastoris
SMD 1163, se realizé un gel de poliacrilamida a través de la técnica SDS-PAGE. Al
comparar los resultados mostrados en la Figura 5, se observé una banda, que hace
referencia a la isoforma de trabajo, en valores relativamente cercanos a los 77 kDa.
Luego de comparar este valor se encontré que es similar a la predicha y comparable
a la de su contraparte nativa Erwinia rhapontici de ~70 kDa (Xu et al., 2013).
También fue posible observar otros dos fragmentos que se lograron separar en el
gel de poliacrilamida de 104.7 y 81.13 kDa mismos que pueden explicarse en la
capacidad que tiene P. pastoris en llevar a cabo glicosilaciones como una de las
variadas capacidades en cuanto a modificaciones postraduccionales con las que
cuenta (Karbalaei et al., 2020; Radoman et al., 2021) y relacionado a los sitios
potenciales de glicosilacién en las variantes de la enzima sacarosa isomerasa pall

NX5 (Sardifia-Pefia et al., 2022). En dicho sentido es conocido el efecto que tienen
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dichas modificaciones en el peso molecular de una molécula dando como resultado
un aumento en este (Zou et al., 2013).

MPM P. pastoris P. pastoris Fotodocumentador
BenchMarK pSINX5n silveste Kodak DC290
C1 c2 C3 Banda Peso Molecular
(kDa) 1 2 (kDa)

180
115
104.7
82 81.13
77.63
64
49 53.64

37

Figura 5. Perfil de proteina inducida en Pichia pastoris SMD 1163. Carril 1) Marcador de peso
molecular BenchMark. 2) Isoforma de trabajo Pichia pastoris SMD 1163 transformada con el vector
pSINX5-L202E. 3) Pichia pastoris SMD silvestre

10.3 Determinacion de la pureza de la isomaltulosa recombinante por HPLC
(Cromatografia liquida de alto rendimiento)

Para determinar la separacion y el tiempo de retencion de los analitos esperados,
isomaltulosa, trehalulosa, glucosa y sacarosa, producto de la cinética enzimatica
de la sacarosa isomerasa de acuerdo con lo reportado en la literatura, se realizé la
curva de calibracion con soluciones estandar de cada uno. La deteccion se hizo por
medio de detector de indice de refraccion. El resultado se muestra en la Figura 6.

Las curvas de calibracion se muestran en las Figuras 6, 7,8y 9.
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Figura 6. Cromatograma de la comparacion de los estandares de Glucosa, Sacarosa,
Isomaltulosa y Trehalulosa. 1) Pico de inyeccién. 2) Glucosa. 3) Sacarosa. 4) Isomaltulosa. 5)
Trehalulosa
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Figura 8. Curva de calibracion del estdndar de la sacarosa. Se muestra la ecuacion de la recta
y el coeficiente de correlacion
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Figura 9. Curva de calibracion del estandar de la glucosa. Se muestra la ecuacion de la recta y
el coeficiente de correlacion.
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Figura 10. Curva de calibracién del estandar de la trehalulosa. Se muestra la ecuacion de la
recta y el coeficiente de correlacion.
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La fase movil es no polar, generalmente se usan hidrocarburos, diclorometano,
acetato de etilo u otro disolvente inmiscible en agua por lo que resultd util el
acetonitrilo para resolver a los componentes polares que se retienen mas (Pitsch &
Weghuber, 2019). La retencion se reduce conforme aumenta la polaridad de la fase
movil. Cuando hay una fase movil mas polar, los analitos saldran mas rapido. Para
el caso de la isomaltulosa, esta es mas polar que la sacarosa (Hutchinson et al.,
2012).

Una vez realizado el andlisis de los estandares de los isbmeros estudiados y sus
monosacaridos estructurales con sus respectivos tiempos de retencion se
procesaron las muestras, producto de la cinética enzimética de la sacarosa
iIsomerasa, para aumentar la resolucion de los cromatogramas se realizaron

diluciones de dichas muestras. Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Cromatogramade los productos de lareaccién paralaproduccién deisomaltulosa-
trehalulosa con la enzima SINX5-L202E . Se muestra la ecuacién de la recta y el coeficiente de
correlacion.

Los datos sobre los tiempos de retencién y concentracion de los productos de la

reaccion se encuentran en la Tabla V.

Tabla V. Tiempos de retencion y concentraciéon de los productos de lareaccién llevada a cabo con la
enzima SINX5-L202E

Analito Retencién (min)  Porcentaje de conversion aparente (%) Masa (ng) Moles (pmol)
Isomaltulosa 9.981 ~100 42.724 121.9608
Sacarosa No detectable No detectable 0 0
Trehalulosa No detectable No detectable 0 0

El cromatograma de los productos de reaccion (Figura 11) muestra un unico pico
de identidad que de acuerdo a los estandares estudiados previamente estudiados
pertenece al de la isomaltulosa, lo que sugiere que pasado el tiempo de reaccion,

la enzima logré llevar a cabo casi por completo el proceso de isomerizacion al
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sustrato utilizado y que al realizar las diluciones, con la intencién de mejorar el
aspecto del cromatograma, la retencion del resto de analitos permanecerion por
debajo del limite de deteccion. Este resultado muestra un porcentaje de conversion
superior al antecedente de Castillo (2017) de 41.80% resultado que en la estrategia
para la conversion de sacarosa a isomaltulosa se optd por prolongar el tiempo de

reaccion y la concentracion en la aplicacién semicontinua de enzima.

10.4 Animales y alojamiento

Las caracteristicas fisicas del grupo de ratas en estudio se muestran en la tabla V1.
Se uso de forma aleatoria la seleccion de ratas sin priorizar su sexo en virtud que
la variable de respuesta es la misma tanto para hembras como para machos por lo

gue tener un grupo en igual nimero de cada uno no se tomé en cuenta.

Tabla VI. Caracteristicas fisicas de las ratas en estudio

Parametros Resultado
Edad (Semanas) 6
Peso (9) 154 +22
Talla — Cuerpo y cola (cm) 40 £7

10.5 Estudio del indice glucémico

La isomaltulosa obtenida de forma recombinante presento6 un indice glucémico bajo
en la poblacién analizada con un valor de 74.37%.

Este coeficiente Ubica al producto de la reaccién entre los clasificados por Atkinson
et al. (2021) con un alto indice glucémico, sin embargo, es necesario considerar
gue la metodologia empleada puede tener ciertas imprecisiones cuando se trata de
mezcla de diferentes tipos de carbohidratos a diferencia del calculo de los valores
de indice glucémico en ingredientes por separado de acuerdo al estudio sobre la

importancia de estos coeficientes hechos por Augustin et al. (2015).

10.6 Glucosa en sangre

Los niveles de glucosa basal para los grupos tratados con la isomaltulosa de origen
recombinante, la sacarosa, la isomaltulosa comercial y el agua fueron de 105 (7.34
DE), 101.33 (16.653 DE), 76.5 (0.7071 DE) y 69. 8 (6.14 DE) mg/dL

respectivamente.

37



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

La Figura 12 muestra en el transcurso del tiempo los cambios en los niveles de
glucosa despues de una administracion oral la isomaltulosa de origen

recombinante, sacarosa, y isomaltulosa comercial y agua como control negativo.
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Figura 12. Evaluacion temporal de la glucosa en sangre. Se muestra la respuesta después de
una administracion simple a las ratas de los cuatro tratamientos: isomaltulosa obtenida de forma

recombinante =, sacarosa =, isomaltulosa comercial - y agua como control negativo —. Los valores
de isomaltulosa que fueron significativamente diferentes a la sacarosa: **P<0.01.

En las Tablas VI, VIII, IX y X se muestran las comparaciones de las variaciones de
la glucosa en sangre en parejas de los tratamientos utilizando el método de Tukey
para cada intervalo de tiempo.

Cuando se compar6é con el grupo de la sacarosa, la isomaltulosa de origen
recombinante y la comercial fueron menores durante los primeros 60 min después
de la administracion, comportamiento similar a estudios realizados con anterioridad
en ratas (Haberer et al., 2009).

Tabla VII. Comparacion de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el
intervalo de los primeros 60 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten una
letra son significativamente diferentes.

Tratamiento N Media Agrupacion
Sacarosa 5 61 A
Isomaltulosa de origen recombinante 5 46 B
Isomaltulosa comercial 5 44 B
Agua 5 12 C
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Los niveles de glucosa en sangre de los grupos de isomaltulosa se mantuvieron
por encima de la sacarosa en el lapso de los 60 a los 120 min. Dicho

comportamiento se mostro similar en el resto de intervalos de tiempo observados.

Tabla VIIl. Comparacion de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el
intervalo de los 60 alos 120 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten una
letra son significativamente diferentes.

Tratamiento N Media Agrupacion
Isomaltulosa de origen recombinante 5 58 A
Isomaltulosa comercial 5 57 A
Sacarosa 5 19 B
Agua 5 7 C

La isomaltulosa de origen recombinante y la comercial permanecieron sin cambios
significativos entre si durante los primeros 180 min de observacion donde a partir
de dicha medicion mostraron un comportamiento donde la de origen comercial
descendi6 los niveles de suministro de glucosa a la sangre hasta el final del
experimento. Este fenbmeno se explica por el grado de pureza la que cuenta la
comercial, encontrandose libre de trazas de los is6meros de la sacarosa y los

monomeros producto de la hidrdlisis.

Tabla IX. Comparacion de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el
intervalo de los 120 a los 180 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.

Tratamiento N Media Agrupacion
Isomaltulosa de origen recombinante 5 55 A
Isomaltulosa comercial 5 43 B
Sacarosa 5 17 C
Agua 5 3 D

El grupo utilizado como control al cual solo se le administr6 agua permanecio sin
cambios llamativos a lo largo de los 240 min que se estudiaron sus niveles de

glucosa.

Tabla X. Comparacion de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el
intervalo de los 180 a los 240 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.

Tratamiento N Media Agrupacién
Isomaltulosa de origen recombinante 5 54 A
Isomaltulosa comercial 5 36 B
Sacarosa 5 16 C
Agua 5 -11 D
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Xl. CONCLUSIONES

Utilizando las condiciones de incubacién para la expresion de la enzima sacarosa
iIsomerasa recombinante en P. pastoris SMD 1163 utilizando el vector pSINX5-
L202E se lograron identificar bandas en geles de poliacrilamida con pesos muy
cercanos a los de la contra parte nativa de la proteina. De manera consecuente se
estudié la actividad enzimatica de la misma de manera directa por medio de
cromatografia liqguida de alto rendimiento (HPLC), determinando los tiempos de
retencién tanto de la isomaltulosa y la sacarosa, asi como sus monosacaridos
estructurales logrando su separacion y la identificacion de estos analizando los
cromatogramas resultantes. Este producto fue administrado por via orogastrica en
una sola dosis (2g/kg) a las ratas Wistar alojadas y proporcionadas por el bioterio
de la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ-UACH). Se adapt6 en ratas el protocolo
establecido por la Organizacion de Estandares Internacionales (ISO 26622:2010)
para humanos, obteniendo altos valores en el indice glucemico en comparacion a
la glucosa utilizada como alimento de referencia en virtud que el estudio de
alimentos combinados puede provocar impresiciones en la determinacion de este
valor, lo que hace necesario estudiar el indice glucémico con la previa separacion
de las trazas que quedan como remanentes a la reaccion de conversion con la
enzima sacarosa isomerasa y asi obtener un resultado mas exacto de acuerdo a
los ultimos concensos encontrados en la literatura respecto a la importancia de la
clasificacion de alimentos.

También se compar0d su efecto contra la sacarosa e isomaltulosa comercial
utilizando agua simple como control negativo. El andlisis de varianza de un solo
factor demuestra que los tratamientos son diferentes entre si teniendo un efecto en
los niveles de glucosa en sangre y que se confirma la hipétesis donde la
isomaltulosa de origen recombinante prolonga estos niveles en comparacion al

comportamiento que muestra su antecesor, la sacarosa, con un 99% de confianza.
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Xll. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

1. Realizar un proyecto de investigacion para determinar el efecto de la isomaltulosa
(obtenida por la enzima sacarosa isomerasa) en el comportamiento de la insulina
en modelos murinos.

2. Realizar un estudio clinico en humanos para determinar los efectos en el
comportamiento del metabolismo de la glucosa de la isomaltulosa obtenida por la

enzima sacarosa isomerasa.
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XIV. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de soluciones
Preparacion de medios de cultivo

Medio Componentes Concentracion (g/L)
Extracto de levadura 10
YPD Peptona 20
Glucosa 20
Extracto de levadura 10
BMMY Peptona 20
YNB 13.4
Ampicilina 100
Antibidticos Kanamicina 60
Zeocina 100

Preparacion de buffers

Medio Componentes Concentracién (g/L)
KH2PO4 174.18
Fosfatos 1 M pH 6
K2HPOa4 132.08
. Acido citrico 9.6
Citratos 50 mM ) .
Citrato de sodio 12.82
- Acido citrico 19.22
Antibioticos ) _
Citrato de sodio 25.80
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SDS-PAGE
Solucién Componentes Cantidad
_ ) Acrilamida 15gen50mL
Acrilamida al 30 % _ o
Bisacrilamida 0.4 g en 50 mL
Tris 1.5 M pH 8.9 Tris 18.7 g en 100 mL
Tris 1M pH 6.8 Tris 12.11 g en 100 mL
SDS al 10% SDS 25genmL
Tris 3.03 g en 1000 mL
Buffer de corrida Glicina 14.04 g en 1000 mL
SDS 1 gen 1000 mL
Azul de bromofenol 4 mg en 600 uL de Tris 1 M pH 6.8
Buffer de carga Glicerol 2.5 mL
SDS 3 mL al 10%
Agua 1.4 mL
APS Persulfato de amonio 0.1 g en mL de agua
B- mercaptoetanol 1:3
Agua 1.6 mL
Acrilamida al 30 % 2mL
Tris 1.5 M pH 8.9 1.30 mL
Gel separador
SDS al 10% 50 pL
APS 50 pL
TEMED 2 uL
Agua 2.7 mL
Acrilamida al 30% 670 pL
Tris1 M pH 6.8 500 pL
Gel concentrador
SDS al 10% 40 pL
APS 40 pL
TEMED 4 uL
Azul de comassie 0.25 g en 125 mL de metanol
Solucién para tefiir Acido acético 25 mL
Agua 100 mL
Metanol 125 mL
Solucién para destefir Acido acético 25 mL
Agua 100 mL
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Anexo 2. Oficio de aprobacion para el protocolo con uso de animales en la

investigacion cientifica

BIOTERIO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSEBAD ALTONOMA L8

CHIHUAHUA

OFICIO CICUAL No. 003/2022
Chihuahua, Chih., 26 de septiembre del 2022

DR. QUINTIN RASCON CRUZ
PRESENTE:

En atencién a su protocolo para el uso de los animales en la Investigacién cientifica, en el Bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas, le notificamos que su protocolo que lleva por titulo “Evaluacién del indice
glucémico en ratas tratadas con isomaltulosa de origen recombinante” con el estudiante de maestria C.
Jestis Noé Aranda De La Rosa ha sido autorizado bajo los siguientes aspectos:

A) Las personas que tendrdn acceso al Bioterio para la realizacién de su proyecto con un horario de
Lunes a Viernes de 8:00 a 16:00 h, son:
C. Jesus Noé Aranda De La Rosa (Estudiante de maestria FCQ-UACH)
Dr. Miguel Angel Flores Villalobos (Docente e Investigador FCQ-UACH)

B) El experimento comenzard durante la primera semana de octubre. La fecha de terminacién serd
cuando se complete en su totalidad el protocolo propuesto, el cual tiene previsto durar alrededor
de 1 semana. Si fuese necesario mas tiempo de alojamiento, esto tendrd que ser notificado y
Justificado con oficio.

C) El nimero total de animales que se le asignardn para este proyecto serd de 24 ratas, sexo
indistinto, con una edad aproximada de 6 semanas y un peso de 185 g, de especie Rattus
norvegicus, cepa wistar.,

D) El protocolo autorizado es el siguiente: Evaluar el comportamiento glicémico e insulinémico en las
ratas posterior a la administracién de sacarosa, isomaltulosa, isomaltulosa de origen recombinante
y agua. “Tratamiento: las ratas serdn tratadas mediante sonda orogastrica utilizando cuatro
tratamientos (agua, isomaltulosa obtenida de forma recombinante, isomaltulosa comercial y
sacarosa) en una sola administracion, por un minuto aproximadamente, con cuatro ratas para cada
grupo. Toma sanguinea: Se tomara una muestra de sangre cada 20 min por dos horas, en un solo
dia, realizando un corte en la punta de la cola y removiendo el coagulo durante cada toma. En cada
extraccion se pretende obtener un volumen de sangre total ~100 pL para la prueba ELISA (50-100
ul) y la glucometria (1 pL). Al finalizar el protocolo, los animales serdn sacrificados
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Circuito Universitario

Campus Universitario #2 C.P. 31125
Tel, +52 (614) 236 6000

Chihuahua, Chihuahua, México
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BIOTERIO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LUNIY LRMIADY AU TONOMA O

CHIHUAHUA
humanitariamente siguiendo las especificaciones de la NOM-062-Z00-1999. Finalmente se

dispondrd el cadaver segun la norma oficial NOM-087-ECOL-SSA1-2002".

E) En el momento de que el animal presente algin tipo de sufrimiento deberd interrumpir el
experimento, sacrificar al animal y presentar inmediatamente un informe.

F) Al finalizar deberd entregar una conclusién y expectativas (si se tiene planeado continuar o
modificar) de su protocolo, para que en el Bioterio se tenga registro si fue exitoso el tratamiento
y poder decidir y argumentar en siguientes experimentos que sean sometidos.

A) Cualquier otra especificacién que se haya omitido se realizard de acuerdo a la NOM-062-Z00-
1999.

Sin més por el momento y quedando de mutuo acuerdo

ATENTAMENTE
“Por la ciencia para bien del hombre”

Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio

(CICUAL)
. Dtye Eley Cubsallo
Dr. Vigr Zavala Diaz de la Serna Dr. Diego Eloy Car| "? Carballo
Représentarite de Licenciatura Administrativo de Bioterio
1\
LC.yMV, ti
MBS Mé' L tr;:é_rgHeméndez Dr. Jaime Raul Adahe Gallegos
Responsable de Sanidad Animal Representante de Ifvestigacion

Representante de Institucion
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Chihuahua, Chihuahua, México
hitp:/iwww. feq, uach.mx

53



	I. ÍNDICE
	1.1 ÍNDICE DE TABLAS
	1.2 ÍNDICE DE FIGURAS
	1.3 ÍNDICE DE ANEXOS
	1.4 LISTA DE ABREVIATURAS

	II. RESUMEN
	III. INTRODUCCIÓN
	IV. ANTECEDENTES
	4.1 Isomaltulosa
	4.2 Sacarosa isomerasa
	Figura 1. Reacción de hidrolisis e isomerización de la sacarosa en la reacción catalizada por la sacarosa isomerasa (Liu et al., 2021)

	4.3 Expresión de proteínas recombinantes en Pichia pastoris
	4.4 Uso de modelos en animales en experimentos
	4.5 Experimentación en modelos murinos
	Figura 2. Correlación del peso corporal con diferentes fases de los días posteriores al alumbramiento (Sengupta, 2013)

	4.5 Índice glucémico
	4.6 Antecedente particular
	Figura 3. Plásmido pSINX5-L202E (5293 bp). Contiene el gen que codifica para la enzima sacarosa isomerasa responsable de la reacción para obtener isomaltulosa a partir de sacarosa (Sardiña, 2019)


	V. JUSTIFICACIÓN
	Vl. HIPÓTESIS
	VII. OBJETIVOS
	7.1 Objetivo General
	7.2 Objetivos Particulares

	VIII. MATERIALES
	8.1 Material biológico
	8.2 Material y equipo de laboratorio
	8.3 Reactivos y sustancias

	IX. MÉTODOS
	9.1 Estrategia para el cultivo de Pichia pastoris SMD 1163 transformada con el vector pSINX5-L202E y la expresión de sacarosa isomerasa palINX5-L202E
	9.2 Identificación de la proteína sacarosa isomerasa a través de un gel de poliacrilamida por la técnica de SDS-PAGE (Laemiil, 1970)
	9.3 Cinética de producción de isomaltulosa - trehalulosa
	9.4 Determinación de la pureza de la isomaltulosa recombinante por HPLC (Cromatografía liquida de alto rendimiento)
	9.5 Animales y alojamiento
	9.6. Estudio del índice glucémico

	X. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	10.1 Estrategia para el cultivo de Pichia pastoris SMD 1163 transformada con el vector pSINX5-L202E y la expresión de sacarosa isomerasa palINX5-L202E
	Figura 4. Cinética de crecimiento de Pichia pastoris SMD 1163 transformada con el vector pSINX5-L202E en medio YPD a 30 C y 250 rpm. Se muestra el modelo de tipo exponencial que describe el crecimiento celular en esta fase.

	10.2 Identificación de la enzima sacarosa isomerasa a través de un gel de poliacrilamida por la técnica de SDS-PAGE (Laemiil, 1970)
	Figura 5. Perfil de proteína inducida en Pichia pastoris SMD 1163. Carril 1) Marcador de peso molecular BenchMark. 2) Isoforma de trabajo Pichia pastoris SMD 1163 transformada con el vector pSINX5-L202E. 3) Pichia pastoris SMD silvestre

	10.3 Determinación de la pureza de la isomaltulosa recombinante por HPLC (Cromatografía liquida de alto rendimiento)
	Figura 6. Cromatograma de la comparación de los estándares de Glucosa, Sacarosa, Isomaltulosa y Trehalulosa. 1) Pico de inyección. 2) Glucosa. 3) Sacarosa. 4) Isomaltulosa. 5) Trehalulosa
	Figura 7. Curva de calibración del estándar de la isomaltulosa. Se muestra la ecuación de la recta y el coeficiente de correlación.
	Figura 8. Curva de calibración del estándar de la sacarosa. Se muestra la ecuación de la recta y el coeficiente de correlación
	Figura 9. Curva de calibración del estándar de la glucosa. Se muestra la ecuación de la recta y el coeficiente de correlación.
	Figura 10. Curva de calibración del estándar de la trehalulosa. Se muestra la ecuación de la recta y el coeficiente de correlación.
	Figura 11. Cromatograma de los productos de la reacción para la producción de isomaltulosa-trehalulosa con la enzima SINX5-L202E . Se muestra la ecuación de la recta y el coeficiente de correlación.

	10.4 Animales y alojamiento
	10.5 Estudio del índice glucémico
	10.6 Glucosa en sangre
	Figura 12. Evaluación temporal de la glucosa en sangre. Se muestra la respuesta después de una administración simple a las ratas de los cuatro tratamientos: isomaltulosa obtenida de forma recombinante ▂, sacarosa ▂, isomaltulosa comercial ▂ y agua com...
	Tabla VIl. Comparación de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el intervalo de los primeros 60 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
	Tabla VIII. Comparación de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el intervalo de los 60 a los 120 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
	Tabla IX. Comparación de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el intervalo de los 120 a los 180 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
	Tabla X. Comparación de las variaciones de la glucosa en sangre entre tratamientos en el intervalo de los 180 a los 240 min con un 99% de confianza. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.


	XI. CONCLUSIONES
	XIl. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES
	XIIl. REFERENCIAS
	XIV. ANEXOS
	Anexo 1. Preparación de soluciones
	Anexo 2. Oficio de aprobación para el protocolo con uso de animales en la investigación científica


