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Peptide YY and Oxyntomodulin novel gene therapy treatment for obesity

Resumen:

Introduccion: La Obesidad, la epidemia de este nuevo siglo, se ha convertido en un reto
cientifico debido a su relacion directa con enfermedades cronicas y la falta de un
tratamiento adecuado a largo plazo. En la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, la
Terapia con Genes se convierte en una nueva alternativa para combatir esta epidemia que
acecha a todo el mundo. Sin embargo, es importante entender como funciona nuestro
mecanismo del hambre, saciedad y gasto caldrico, en donde el Péptido YY y la
Oxintomodulina juegan un papel fundamental en el control de ingesta calorico. Materiales
y Métodos: Construir un fragmento con el gen de PYY y OXM e introducirlo en el virus
Adeno-asociado 2-8 (AAV2-8). Inyectar a ratones no obesos para probar la secrecion de
ambos péptido en nivel sanguineo y lograr disminuir de peso a los ratones. Discusion: El
AVV 2-8 PYY y OXM fueron construidos con éxito. Ahora se debe probar que el virus

llegara a las células endocrinas del intestino y se secretara PYY y OXM.
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Introduccion:

La obesidad, la epidemia del siglo XXI, se define como el exceso de tejido adiposo.
La mejor manera de medir subjetivamente la obesidad es calculando el indice de Masa
Corporal (IMC), que se lo calcula dividiendo el peso (Kg.) para la altura al cuadrado (m?).
Segun el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica, se clasifica el
IMC como normal: 19 a 24.9 Kg./m?; sobrepeso: 25 a 29.9 Kg./m*; obesidad Grado I: 30 a
34.9 Kg./m%; obesidad Grado II: 35 a 39.9 Kg./m%; y obesidad Grado III o Morbida: >40
Kg./mz.1 Sin embargo, actualmente se considera a la Resonancia Magnética Nuclear el

“gold Standard” para el diagnostico de adiposidad.’

La Organizacion Mundial de la Salud describe a la epidemia de la obesidad como
“Globesity” (termino en ingles), debido a que existen mas de 300 millones de personas en
el mundo que sufren de obesidad y a que este valor se ha triplicado en los ultimos 20 afios.’
En el afio 2000, el nimero de obesos super6 al numero de desnutridos en el mundo. En los
Estados Unidos de Norteamérica, el Nacional Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) reporta cifras alarmantes debido a que el 64% de su poblacion sufre de
sobrepeso, el 30.5% de la poblacion son obesos y el 3.4% de la poblacion tienen obesidad

r1s 1 456
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La obesidad ha aumentado en cada region, raza, género y nivel educacional en los
Estados Unidos. Se presenta en mayor proporcion en las mujeres mayores de 40 afios de
raza afro-americana.”® Sin embargo, la obesidad se estd incrementando de manera

P x , . 2,9,10,11
significativa en nifios y adolescentes de paises desarrollados y en vias de desarrollo.”™ ™



La etiologia de la obesidad es compleja como muchas de las enfermedades
crénicas. Sin embargo, hasta hace poco se creia que la obesidad se relacionaba solamente
con la ingesta calorica. Ahora sabemos que existe un patron genético, factores medio
ambientales y psicologicos que influyen en esta patologia. Se han determinado varias
poblaciones como los indios Pima con variantes genéticas relacionadas con la obesidad'*"
y se han determinado varios genes relacionados con el metabolismo energético y el gasto
caldrico, en los cuales sus mutaciones causan obesidad morbida o severa'®. Sin embargo,
para muchos el factor ambiental o de estilo de vida, es el mas significativo debido a la alta
ingesta calérico, alta ingesta de bebidas no-alcohdlicas y la facilidad de comida rapida'’;
acompafiada de la disminucion de ejercicio y gasto calorico.'® Por ultimo, los factores
psicologicos son muy influyentes en varios individuos quienes demuestran mediante la
ingesta excesiva de alimentos de forma desordena sus crisis de ansiedad, depresion o
cualquier tipo de desorden psicolégico mal controlado. '7 Al mismo tiempo existen otras
patologias como hipotiroidismo, enfermedad de Cushing, trauma, embarazo, uso de

esteroides o tranquilizantes, las cuales uno de sus signos mas importantes es el incremento

de peso, lo cual llevara al paciente a sobrepeso y por ultimo a la obesidad.'®

La importancia de la obesidad radica en su alta comorbilidad en relacion con otras
patologias y otros sistemas del cuerpo humano. El incremento de peso se relaciona con
incremento del riesgo cardio-vascular, hiperlipidemia, hipertension y diabetes. ~ También

. s 20 I , s 21
se relaciona con apnea de suefio, cancer”, colelitiasis, trastornos musculo esqueléticos™,

) . ... . 23 . . ... 04 . o 25 . . .
pancreatitis®”, panniculitis bacteriana”™, diverticulitis™, infertilidad®™, incontinencia

. . . .y, e 1 e qe . . , . 28.29
urinaria”®, hipertension endocranial idiopatica®’ y trastornos psicologicos”™*’.
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Desafortunadamente, no hay una cura para la obesidad. En la actualidad existen
varios enfoques para tratar esta patologia. Sin embargo, la prevencion es la mejor manera
de combatir la obesidad con estilos de vida saludables basados en dieta baja en calorias y
ejercicio diario cardiovascular. Los tratamientos actuales se los puede clasificar en
farmacologicos o quirargicos. Los tratamientos farmacologicos actiian de distintas
maneras: 1) disminuyen ingesta de comida (Agentes adrenergicos o serotoninergicos); 2)
Alteran metabolismo (Agentes Pre o posabsortivos); y 3)Aumentan el gasto caldrico. Los
tratamientos quirirgicos o bariatricos actian como 1) Malabsorptivos (bypass Jejunoileal o
Roux — Y: Biliopancreatic diversion y duodenal switch); y 2) Restrictivos (Gastroplasty,

Gastric banding o Gastric bypass).*

En las ultimas décadas, se han buscando varios nuevos enfoques para tratar o curar
a esta patologia. Las nuevas terapias se han enfocado en disminuir el tejido adiposo
(adiposidad) o en corregir la disfuncion de tejido adiposo (adipopatia). Estas nuevas
terapias han profundizado nuestros conocimientos sobre la regulacion de energia, el

Sistema Cerebro - Intestinal y la regulacion de la grasa por nuestro organismo’".

La regulacion de energia es un complejo sistema neuro-hormonal que controla la
ingesta calorica y el consumo de energia para lograr mantener un equilibrio energético y de
esa manera poder controlar nuestro peso. El balance energético esta controlado por un
circuito nervioso y un sistema enddcrino, los cuales provienen sus impulsos del cerebro,
especialmente del hipotdlamo. Conformando el eje Hipotdlamo — intestinal y el eje

hipotalamo —tejido adiposo para el mantener la homeostasis de la energia corporal. **~>
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El Hipotalamo, especialmente en nucleo arcuato controla la ingesta de alimentos
debido a un sistema de sefiales sobre almacenamiento caldrico en forma de grasa, ingesta
de nutrientes y gasto calorico™. Los estimulos periféricos de almacenamiento de energia
provienen del tejido adiposo (leptina) y del pancreas (insulina). Por este motivo se genera
la sensacion de hambre y buscamos comida. Al comer se produce una retroalimentacion
por la absorcion de nutrientes, estimulos neuronales y pépticos intestinales. Los estimulos
hormonales, a través del nervio vago, informan sobre la distension gastrica y la
composicion quimica y hormonal del intestino delgado al nucleo solitario del complejo
vagal dorsal®®. Este estimulo junto con la distension gastrica producen secrecion de
hormonas o péptido intestinales como el Glucégeno péptido simil (GLP-1), péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP), Oxintomodulina (OXM), péptido YY
(PYY), Colecistokinina (CCK) y polipéptido (PP). Estos peptidos se dirigen al hipotdlamo

: . . . . 32
y producen retroalimentacion negativa; o sea saciedad. (Grafico 1)

En el hipotdlamo, el nucleo arcuato tiene una barrera hematoencefalica
semipermeables a diferencia de los otros nticleos, lo cual le permite una fécil estimulacion
por los péptido intestinales®®. Estos péptidos activan dos vias neuronales del nucleo
arcuato. La via pro-opiomelanocortina (POMC) que produce inhibiciéon del apetito
integrada por hormona estimulante de los melanocitos y actlia sobre los receptores
melacortina (MC3 y MC4) y por el péptido de trascripcion de la estimulacion cocainita —
anfetaminita (CART), se desconoce su receptor’’. La via del Neuropéptido Y (NPY) que
produce estimulacion de apetito actiia en los receptores Y (Y1 al YS5) y en péptido agouti
que son antagonistas de la actividad de receptores MC3/4°®. Ademas existen un estimulo
del cerebro medio especialmente del ntcleo del tracto solitario que recibe los impulsos

vagales provenientes del tracto gastro intestinal. Y este estimulo se conecta con la corteza,
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la amigdala, y los nticleos del tallo cerebral. Controlando de esta manera la ingesta y gasto

calorico. (Grafico 2)**%°

En la actualidad se han encontrado varios péptidos intestinales que producen
saciedad en los seres humanos a través del ntcleo arcuato del hipotalamo. Uno de los mas

importantes en este campo son el péptido YY y la oxintomodulina.

El péptido YY (PYY) pertenece al sistema del neuropéptido Y o a la familia de los
neuropéptidos al igual que el neuropeptido Y, y el polipéptido pancreatico (PP). El gen del
PYY se localiza en el cromosoma 17g21.1 con un gen homoélogo (PYY 2) en el

cromosoma 17q11. (Grafico 3)*0

La sintesis del PYY se origina de una preprohormona (PreproPYY) de 98
aminoacidos (a.a), la cual por medio de una peptidasa se pierde 28 a.a. de extremo amino y
se convierte en proPYY. En el aminoacido 39 por medio de una carboxilacion dibasica y
amidacion del extremo carboxilo de la ProPYY, produciéndose PYYGly-Lys-Arg. Luego
se produce una amidacién. Se produce una segunda amidacién en el extremo carboxilo
separando la Gly-Lys-Arg, produciendo un péptido de 36 a.a. Luego de su secrecion, por
medio de la peptidasa dipeptidil IV (DPP_IV) se elimina del extremo amino la Tyr-Pro y

se produce el péptido YY3-36. (Grafico 4)*'*

El PYY se almacena en vesicula en las células L enddcrinas del tracto digestivo
distal y es secretada 15 minutos después de la ingesta de comida, con un pico a los 60
minutos y se mantiene elevada por 6 horas. Su estimulacion es indirecta desde el tracto

digestivo proximal por medio de un impulso vagal; y directa por distension luminal sobre
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células L endocrinas. Su secrecion esta asociada con la ingesta calorica. La ingesta de
grasas aumenta la secrecion de PYY y disminuye la secrecion de grelina. (Grafico 5 y

6)41,42

Se han identificado 6 receptores para PYY y PYY3-36. De los cuales, el receptor
PYY Y2 es el de mayor importancia en la regulacion del mecanismo de saciedad. (Tabla

1)41

El PYY actta a nivel del tracto gastrointestinal y a nivel del Sistema Nervioso
Central. Luego de ser estimuladas la vesiculas de las células L endocrinas, se libera PYY.
El PYY inhibe la secrecion de jugo gastrico, la secrecion pancredtica, la secrecion
intestinal e inhibe la motilidad gastrointestinal, sin alterar el vaciamiento gastrico. (Grafico
7)* De esta manera, disminuye la absorciéon de nutrientes al sistema porta-hepatico. Al
mismo tiempo en el hipotdlamo, especialmente en el nucleo arcuato estimula la via
melanocortin (POMC) por medio del Y2r activando el c-fos e inactiva neuropéptido (NPY)
por medio de modulacion GABA luego de estimular el receptor Y2r.* (Grafico 8) De esta
manera, inhibe el apetito y estimula la saciedad a nivel del Sistema Nervioso

45,46,47,48
Centra] 44748,

El otro péptido intestinal que tiene un rol importante en el control de la saciedad es
la oxintomodulina (OXM), la cual es sintetizada a partir una preprohormona, el
Preproglucagon de 158 a.a. que se lo encuentra en el pancreas, en el sistema nervioso
central (SNC) y en el intestino®. En el pancreas del preproglucagon se origina el glucagon,
sin embargo, en el SNC y en el intestino se produce la Oxintomodulina. Por medio de una

carboxilacion el preproglucagbn para a ser proglucagén. El cual por medio de la
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prohormona convertasa 1 y 2 pasa a ser Glicentin de 69 a.a. El glicentin, por medio de la
DPP IV produce oxintomodulina de 33 a.a.y polipeptide relacionado con Glucagéon de 30

50
a.a. .

La oxintomodulina se almacena en granulos secretores en las células L endocrinas
del intestino junto con GLP-1. Se secretan 5-10 minutos después de la ingesta de comida y
su vida media es de 45 minutos. La secrecion se relaciona probablemente con la hidrélisis

de acidos grasos y se expresa junto al PYY y a la CCK’".

El mecanismo de accion de la OXM es muy similar al del PYY produciendo
saciedad posprandial. A nivel del SNC activa el c-fos del POMC en el ntcleo arcuato del
hipotalamo. Hasta el momento se desconoce su receptor especifico pero se cree que actia

152

igual que el receptor del GLP- A nivel del tracto gastro-intestinal inhibe la secrecion y

motilidad gastrica, suprime a la grelina, disminuye la motilidad duodeno y jeyuno y

., 53,54
promueve la secrecion de insulina.”™

Debido a que fisiologicamente el PYY y la OXM producen saciedad, varios
estudios clinicas han intentado comprobar su eficacia para disminuir de peso y convertirse
en forma de tratamiento para obesidad. Casanova et al. y Bloom et al. han comprobado que
la inyeccion de PYY o PYY3-36 en humanos de peso normal y obesos produce saciedad y
disminuciéon de peso. Y Bloom et al. han realizado estudios similares con OXM
consiguiendo disminuir la ingesta caldrica y una disminuciéon de peso significativa en

. 55,56,57,58,59,60
pacientes obesos. ~>777 TR

6162 por lo tanto, se puede concluir que ambas hormonas
intestinales pueden convertirse en un futuro tratamiento para la obesidad. Sin embargo,

desgraciadamente en todos los estudios clinicos realizados el mecanismo de colocacion de
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los péptidos en los humanos ha sido por inyecciones intravenosas o subcutaneas pre

prandiales, produciéndose un alto rechazo al tratamiento.

Con la idea de mejorar la forma de manejar la secrecion hormonal para controlar la
produccion de hormonas intestinales que contribuyan al tratamiento de obesidad, se han

buscado nuevos métodos de tratamiento como es la terapia con genes.

La terapia con Genes es el tratamiento de enfermedades que fisiopatologicamente
estan relacionadas con genes. Al inicio se consideraban solo enfermedades hereditarias. Sin
embargo con el pasar del tiempo hemos descubierto que todas las enfermedades se
relacionan con los genes, es por eso que ahora la terapia con genes también se enfoca en

.. , . .. . 63
enfermedades transmisibles y enfermedades cronicas no transmisibles como la obesidad™.

Los mecanismos de la Terapia con Genes consisten en: 1)Reemplazo de genes
(fibrosis quistica); 2) Supresion de genes (siRNA.- Huntington); 3) Regulacion de genes
(infarto agudo de miocardio.- FCF1); 4) Suplementaciéon de genes (obesidad) y 5)
Eliminacion de genes (cancer)®’. Por medio de estos mecanismos se han intentado tratar

varias enfermedades incurables en los seres humanos.

Para lograr introducir el ADN o RNA en las células se utilizan vectores. Los
vectores pueden ser vectores virales (retrovirus, adenovirus, adeno—asociado virus, herpes

simple virus) o vectores no virales (liposomas o DNA puro).®’

Desgraciadamente, la terapia génica ha tenido varios tropiezos importantes en los

estudios clinicos por efectos adversos, especialmente causado por los vectores y hasta el
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momento ningin estudio clinico ha sido aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica. Desde entonces, se ha avanzado mucho en
la utilizacion de vectores para disminuir la respuesta inmune. Al momento, la terapia con
genes todavia tiene un futuro muy prominente para el tratamiento de enfermedades

incurables®.
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Objetivos

Esta es una investigacion a largo plazo del Powell Gene Therapy Center de la
Universidad de Florida y tiene como objetivo principal reducir la obesidad por medio de
terapia génica usando péptidos intestinales. Para lograr este objetivo nos hemos planteado
los siguientes objetivos especificos: 1) Hacer una revision de la literatura sobre obesidad,
regulacion de energia y péptidos intestinales; 2) Disefiar un gen de PYY y OXM para
usarlo junto a un vector para el tratamiento de obesidad; 3)Crear un gen de PYY y uno de
OXM; 4) Crear un AAV2-8 con PYY y OXM; 5) Demostrar la secrecion de PY'Y activado,
como prepro-hormona (prueba de concepto); 6) Demostrar la infeccion del gen en las
células endocrinas del intestino (prueba de concepto); 7) Disminuir la ingesta de comida en
ratas ; 8) Disminuir el peso corporal de las ratas; y 9) Aprobar la fase I, I y III de los
estudio clinicos para PYY y OXM con terapia con genes para obesidad.

En esta fase de la investigacion se han planteado cumplir los tres primeros
objetivos especificos y los siguientes objetivos deberan ser realizados en futuras

investigaciones.
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Materiales y Métodos:

El Cronograma de trabajo se explica en la siguiente tabla. (Tabla 2)

Tiempo I 2 B 4 |5-18 19- 30 30 - 2?
ETAPA

(meses)

Revision de

literatura

Diseno de Plasmidos

Crear fragmentos de

ADN

Crear vectores + gen

Estudios In vitro

Estudios In vivo

Estudios Clinicos

Revision bibliografica

Antes de iniciar la investigacion, se hizo una revision de la literatura sobre obesidad,
regulacion del balance energético, eje hipotdlamo — intestinal, péptidos intestinales, terapia
génica, clonacion de genes, sistema Baculo virus y Vectores virales. Esta revision se la
hizo usando los buscadores Pubmed, Medline y MdConsult. Ademas se usaron varios

textos de consulta especificos de cada tema.
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Disefio de plasmidos:
Se disefi6 los genes de PYY (preprohormona) y OXM acoplandolos al plasmido de

Baculovirus recombinante (pTR-BAC-OXM/PYY) usando el programa SimVector 4.0.

Secuencia de Oxintomodulina: (Disefio de Gen)

HindIII

GTTCAAGCTT TCCAGGGCTC AGGATGGCTA CAGGCTCCCG GACGTCCCTG CTCCTGGCTT TTGGCCTGCT CTGCCTGCCC TGGCTTCAAG AGGGCAGTGC
CAAGTTCGAA AGGTCCCGAG TCCTACCGAT GTCCGAGGGC CTGCAGGGAC GAGGACCGAA AACCGGACGA GACGGACGGG ACCGAAGTTC TCCCGTCACG
Xbal
CCATTCACAG GGCACATTCA CCAGTGACTA CAGCAAATAT CTAGACTCCC GCCGTGCTCA AGATTTTGTG CAGTGGTTGA TGAACACCAA GAGGAACCGG
GGTAAGTGTC CCGTGTAAGT GGTCACTGAT GTCGTTTATA GATCTGAGGG CGGCACGAGT TCTAAAACAC GTCACCAACT ACTTGTGGTT CTCCTTGGCC
Clal

AACAACATTG CCTGATATCG ATGG
TTGTTGTAAC GGACTATAGC TACC

Disefio del Plasmido pBS-OXM (Grafico 10)

Disefio del Plasmido pTR-Bac-OXM (Grafico 11)

Secuencia de péptido YY: (Disefio de Gen)

HindIIT Sall
MVAVRRPWPVMVAMLLVLLACLGALVD
CCCAAGCTTC GCCGCCACCA TGGTGGCGGT ACGCAGGCCT TGGCCCGTTA TGGTCGCAAT GCTGCTAGTC CTGCTCGCCT GCCTGGGAGC GCTGGTCGAC
GGGTTCGAAG CGGCGGTGGT ACCACCGCCA TGCGTCCGGA ACCGGGCAAT ACCAGCGTTA CGACGATCAG GACGAGCGGA CGGACCCTCG CGACCAGCTG
Nsil Miul

AYPAKPEAPGEDASPEELSRYYASLRHYLNLVTR-
GCCTACCCCG CTAAACCAGA GGCTCCGGGC GAAGATGCCT CCCCGGAGGA GCTGAGCCGC TACTATGCAT CCCTGCGCCA CTACCTCAAC CTGGTCACGC
CGGATGGGGC GATTTGGTCT CCGAGGCCCG CTTCTACGGA GGGGCCTCCT CGACTCGGCG ATGATACGTA GGGACGCGGT GATGGAGTTG GACCAGTGCG
Mlul Clal

"QRY GKREVPA ALF SKLLFTD DSD NLPFRSR *
GTCAGCGGTA TGGGAAAAGA GAAGTCCCCG CAGCTCTGTT CTCCAAACTG CTCTTCACAG ACGACAGCGA TAATCTCCCC TTCAGGTCTC GGTAGTAAAT
CAGTCGCCAT ACCCTTTTCT CTTCAGGGGC GTCGAGACAA GAGGTTTGAC GAGAAGTGTC TGCTGTCGCT ATTAGAGGGG AAGTCCAGAG CCATCATTTA
Clal
CGATGG
GCTACC

Disefio del Plasmido pBS-PYY (Gréafico 12)

Disefio del Plasmido pTR-Bac-PYY (Gréafico 13)

Una vez disefiado los respectivos plasmidos para Oxintomodulina y PYY se ordenaron los

siguientes primers:



20

PYY

PYY1HindSal-F

CCCAAGCTTCGCCGCCACCATGGTGGCGGTACGCAGGCCTTGGCCCGTTATGGTCGC

PYY1HindSal-R

GGCGTCGACCAGCGCTCCCAGGCAGGCGAGCAGGACTAGCAGCATTGCGACCATAACGGGC

PYY1SalMlu-F

GCTGGTCGACGCCTACCCCGCTAAACCAGAGGCTCCGGGCGAAGATGCCTCCCCGGAGGAGCTGAGCCGC

PYY1SalMlu-R

CGCTGACGCGTGACCAGGTTGAGGTAGTGGCGCAGGGATGCATAGTAGCGGCTCAGCTCCTC

PYY IMIuCla-F

GGTCACGCGTCAGCGGTATGGGAAAAGAGAAGTCCCCGCAGCTCTGTTCTCCAAACTGCTCTTCACAGACG

PYY IMIuCla-R

CCATCGATTTACTACCGAGACCTGAAGGGGAGATTATCGCTGTCGTCTGTGAAGAGCAG

Oxintomodulina

hGH-F

GTTCAAGCTTTCCAGGGCTCAGGATGGCTACAGGCTCCCGG

hGH-R

CCTGTGAATGGGCACTGCCCTCTTGAAGC

OXM-F
GGCAGTGCCCATTCACAGGGCACATTCACCAGTGACTACAGCAAATATCTAGACTCCCGCCGTGCTCAAG
OXM-R

CCATCGATATCAGGCAATGTTGTTCCGGTTCCTCTTGGTGTTCATCAACCACTGCACAAAATCTTGAGCACGGCGG

Construccion del gen y los plasmidos:
Los genes fueron construidos usando el protocolo de sobre posicion de PCR con Pfu turbo
polymerasa (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Los plasmidos recombinantes fueron

construidos usando técnicas estandares de biologia molecular.
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Resultados:

El gen de OXM se lo creo por la uniéon de los primers hGH-F con hGH-R y OXM-F con

OXM-R con se ve en el grafico del gel de Agarosa 2%, rotulado como 1y 2

respectivamente.

| -

| ok

/ 2

Luego se unio la cadena 1 (hGH-F/hGH-R) con la cadena 2 (OXM-F/OXM-R), se ilustra

en el siguiente gel de Agarosa al 2%




Clonacion del Plasmido:

La clonacién del Plasmido pBS-OXM fue todo un éxito y se lo demuestra en el siguiente

Gel de Agarosa 1%.

Se cultivo el plasmido en Células E. Coli y se lo clon6 en el Plasmido pTR-Bac-OXM,

como se ilustra en el siguiente Gel de Agarosa 1% .

22
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PYY DNA
El gen de PYY se lo creo por lar unién de los primers PYYHindSal-F con PYYHindSal-R,
PYYSalMlu-F con PYYSalMIlu-R y PYYMIuCla-F con PYYMIuCla-R con se ve en el

grafico del gel de Agarosa 2%, rotulado como AB, CD y EF respectivamente

Luego se unid6 la cadena AB con la cadena CD, se ilustra en el siguiente gel de Agarosa al

2%
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Luego se unio la cadena ABCD con la cadena EF, se ilustra en el siguiente gel de Agarosa

al 2%

Clonacion del Plasmido:
La clonacion del Plasmido pBS-PYY fue todo un éxito y se lo demuestra en el siguiente

Gel de Agarosa 1%.

Se cultivo el plasmido en Celulas E. Coli y se lo clon6 en el Plasmido pTR-Bac-PYY,

como se ilustra en el siguiente Gel de Agarosa 1% .
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Discusion:

En la presente investigacion, se crearon dos plasmidos (pTr-Bac-OXM y pTr-Bac-
PYY) los cuales estan listos para ser incorporados al vector AAV2/8 por medio del sistema
Bac-to-Bac. Una vez que se tenga listo el vector, se estudiara in Vitro e in vivo la utilidad
de la terapia con genes de PYY y OXM para disminuir de peso.

El tratamiento con PYY y OXM por medio de la terapia génica para la obesidad no
ha sido estudiado previamente. Esta investigacion se suma a una serie de investigaciones

de péptidos intestinales --como NPY®, leptina,”” POMC,* y adiponectina®-"°

-- para el
tratamiento para obesidad.

Sin embargo, ha diferencia de los otros péptidos intestinales, los estudios previos
usando PYY u OXM en infusiones continuas, como inyeccion subcutdnea o intravenosa
realizados por Bloom et al,”""">7>"+737677.78 hap demostrado que ambos péptidos producen
saciedad, disminuyen la ingesta caldrica y producen disminucion de peso en ratas y
humanos de peso normal y obesos. El uso de terapia génica con PYY y OXM deberia
producir el mismo efecto que el demostrado en los estudios previos con estas hormonas.

Otro beneficio del tratamiento con PYY y OXM para la obesidad es que esta terapia
no disminuye el apetito y el individuo disfrutaria con igual placer su alimentacion. Pero al
producir saciedad hace que el individuo ingiera menor cantidad de comida. Al no alterar el
apetito se mantiene el placer por comer que es muy importante en nuestras vidas. Entonces,
si esta terapia funciona, superaria otras formas de tratamiento para obesidad; especialmente
los tratamientos farmacologicos que producen disminucion de apetito. Este nueva terapia
para la obesidad, tuviera un efecto similar o mayor a los tratamientos baridtricos

actuales’”808!

, ya que existen varios estudios como el de Korner et al, que menciona que
existe una relacion entre la disminucion de peso después del Bypass Roux en Y con los

péptidos intestinales, especialmente con el PYY.
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Sin embargo, para lograr la efectividad de este nuevo tipo de tratamiento para la
obesidad usando terapia con genes, primero debemos resolver algunas limitantes de la
terapia con genes como menciona Sergei Zolotukhin en su revision Obesity.- Future
treatments®. Estas limitantes actuales, que luego serdn ventajas son la expresion de los
genes de manera prolongada, disminuir la patogenicidad de los vectores, su habilidad para
infectar distintas células y un mejor disefio de los vectores para insertar péptidos.

En el presente estudio tuve varias limitaciones debido a la falta de conocimientos
especificos sobre el tema de la investigacion y sobre este nuevo tipo de tratamiento.
Sugiero que se agregue un modulo de genética y biologia molecular al pensum de
medicina. Otra limitacion fue el poco tiempo destinado para realizar la investigacion
debido a que la misma tuvo que ser realizada en la Universidad de Florida, ya que nuestra
Universidad no cuenta con los fondos necesarios para realizar este tipo de investigaciones.
Sin embargo, por mas que conté con los fondos necesarios para realizar esta investigacion;
desgraciadamente en la ciencia todavia existe mucho de casualidad y muchas veces los
protocolos no son exactos, entonces toca perfeccionar la técnica o el protocolo para obtener
los resultados deseados.

Dentro de las fortalezas que tiene esta investigacion es la de proponer un nuevo
tratamiento para una epidemia de los paises desarrollados que también afecta a los paises
en vias de desarrollo. Existe un gran futuro si se logran cumplir los objetivos propuestos de
toda esta investigacion, pero mientras tanto se debe ir puliendo los detalles y aprobando
cada uno de los objetivos. Por suerte, para continuar en esta investigacion se cuenta con los

fondos necesarios.
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Grafico 2: Regulacion de Ingesta Calorica y Metabolismo energético
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Gréfico 3: Cromosoma 17y PYY
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FIG. 1. Schematic representation of the exon/intron organization of the human PYY and PYY2 genes. The positions of consensus
sequences for several transcription factor binding sites found in the 5' upstream reglon of the genes are shown.
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Grafico 4: Sintesis de PYY
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Grafico 5: Secrecion de PYY
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Grafico 6: Células L endocrinas del Intestino Delgado, donde secretan PYY
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Grafico 7: Mecanismo de accidn a nivel intestinal de PYY
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Grafico 8: Sistema Hipotalamico de control de ingesta y consume energético
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Grafico 9: Sintesis de OXM
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Gréfico 10: Plasmido pBS- OXM
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Gréfico 11: Plasmido pTR-Bac-OXM
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Grafico 12: Plasmido pBS- PYY
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Gréfico 13: Plasmido pTR-Bac-PYY
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Tabla 1: Receptores de PYY

43

Receptor Localizacion accion
PYY rY1 Cerebro: corteza, nucleo|Vasoconstriccion
dentado, tdlamo e hipotdlamo  [Anxiolysis / sedicion
Periferia: venas y arterias crecimiento del epitelio colonico
PYY rY2 Cerebro: hipotdlamo y medulalEstimula la saciedad
espinal, fibras de nervios|Disminuye la absorcion de carbohidratos
simpaticos y parasimpaticos Inhibe la actividad muco ciliar
Intestino Inhibe la vasoconstriccion
Periferia: venas y arterias Regula la motilidad del intestino delgado
Disminuye el glutamato y la noradrenalinal
PYY rY4 Cerebro:  hipotdlamos, nucleofinhibicion de la secrecion pancreatica
solitario, area postrema y nucleofinhibicion de la contraccion vesicular
paraventricular Tracto[Estimulacion de liberacion de LH y FSH
gastrointestinal, pancreas,
corazon, arterias,
PYY rY5 Cerebro: hipocampos y nucleomodulador de la alimentacion
dentado Actividad anti epiléptica
Atenia sintomas de dependencia de
morfina
Incentiva la diuresis y natriuresis
PYY rYé6 Cerebro: corteza, nucleol?

dentado, talamo e hipotdlamo

Periferia: venas y arterias
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Tabla 2: Cronograma de Trabajo

Tiempo
ETAPA

(meses)

Revision de

literatura

Diseno de Plasmidos

Crear fragmentos de

ADN

Crear vectores + gen

—

19 - 30

30 - 2?

Estudios In vitro

Estudios In vivo

Estudios Clinicos
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