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Resumen

En las ultimas décadas, la prevalencia de la diabetes mellitus ha aumentado
significativamente a nivel mundial, aumentando la demanda de insulina, una hormona esencial
para el control de la glucosa en el cuerpo. Escherichia coli se ha destacado como un organismo
hospedador preferido para la produccién de insulina debido a su rapido crecimiento y facilidad
de manipulacién genética. Sin embargo, la produccién de insulina recombinante en E. coli
enfrenta desafios significativos, como la formacién de cuerpos de inclusion, incorrecta
plegabilidad de la proteina y baja eficiencia de expresion, lo que limita su capacidad de
produccidn a escala industrial y aumenta los costos de purificacion y procesamiento.

Para abordar estos problemas, esta revision bibliografica se centra en las estrategias de
modificacion genética de E. coli para optimizar la produccion de insulina. Las principales
preguntas de investigacion incluyen los avances recientes en la modificacion genética de E.
coli, los factores que influyen en la eficiencia de produccién y los desafios actuales en su
optimizacion. La revision sistematica de la literatura incluyo 1291 articulos, seleccionados y
analizados segun criterios de inclusion y exclusion especificos, utilizando la metodologia
PRISMA y procedimientos bioinformaticos. Los resultados indican que la optimizacién de la
expresion de proteinas, la disrupcién dirigida de genes y el disefio de proteinas son estrategias
clave para mejorar la produccion de insulina recombinante en E. coli.

Las conclusiones destacan que las técnicas de optimizacion de la expresion génica y la
disrupcion dirigida de genes son cruciales para mejorar la produccién de insulina en E. coli. La
manipulacion de redes metabdlicas y reguladoras también es esencial para redirigir recursos
celulares y aumentar la eficiencia de produccion. Las recomendaciones incluyen desarrollar
protocolos estandarizados para la compilacion de informacion bibliogréfica, realizar andlisis
estadisticos adicionales para evaluar la eficacia de las metodologias identificadas, e
implementar estudios experimentales para validar la viabilidad de las estrategias propuestas.
Estas medidas pueden contribuir significativamente a la mejora de la produccion de insulina,
haciéndola maés eficiente y viable economicamente.

Palabras Clave: E. coli, Ingenieria genética, Proteinas recombinantes no enzimaticas,

Insulina, Optimizacion de la produccién.
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Abstract

In recent decades, the prevalence of diabetes mellitus has increased significantly
worldwide, escalating the demand for insulin, a crucial hormone for glucose control in the
body. Escherichia coli (E. coli) has emerged as a preferred host organism for insulin production
due to its rapid growth and ease of genetic manipulation. However, the production of
recombinant insulin in E. coli faces significant challenges, such as the formation of inclusion
bodies, improper protein folding, and low expression efficiency, which limit its industrial-scale

production capacity and increase purification and processing costs.

To address these issues, this literature review focuses on genetic modification strategies
of E. coli to optimize insulin production. The main research questions include recent advances
in genetic modification of E. coli, factors influencing production efficiency, and current
challenges in its optimization. The systematic literature review included 1,291 articles, selected
and analyzed based on specific inclusion and exclusion criteria, using the PRISMA
methodology and bioinformatic procedures. The results indicate that protein expression
optimization, targeted gene disruption, and protein design are key strategies to improve

recombinant insulin production in E. coli.

The conclusions highlight that gene expression optimization techniques and targeted
gene disruption are crucial for enhancing insulin production in E. coli. Manipulating metabolic
and regulatory networks is also essential to redirect cellular resources and increase production
efficiency. Recommendations include developing standardized protocols for compiling
bibliographic information, conducting additional statistical analyses to evaluate the efficacy of
identified methodologies, and implementing experimental studies to validate the feasibility of
the proposed strategies. These measures can significantly contribute to improving insulin

production, making it more efficient and economically viable.

Keywords: E. coli, Genetic engineering, Non-enzymatic recombinant proteins, Insulin,

Production optimization.
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Introduccion

En el panorama actual de la biotecnologia y la produccién farmacéutica, la
generacion eficiente y sostenible de insulina mediante métodos recombinantes es una
prioridad que va en ascenso. Esta investigacion explora la utilizacion de Escherichia coli
modificada genéticamente como un sistema de expresion para la produccién de insulina,
empleando técnicas avanzadas de ingenieria genética. Esta estrategia promete una solucion
innovadora para la produccion de insulina, crucial en el tratamiento de la diabetes y en la
mejora de la calidad de vida de los pacientes (Casas Martinez, Fuquen Fuquene, Ramirez
Torres, & Gomez Rodriguez, 2022)

La produccién de proteinas recombinantes es una tecnologia consolidada en la
industria. Cuando no es necesario el uso de modificaciones post-traduccionales complejas,
Escherichia coli es la opcion preferida sintetizar estas proteinas. Para lograr altas
productividades, se emplean cultivos de alta densidad celular, lo que implica el uso de
grandes cantidades de sustrato. Normalmente, en los cultivos industriales de E. coli, se
utiliza un medio enriquecido con glucosa, dado que esta bacteria prefiere esta fuente de

carbono (Alvarado Madrigal, Chavarria Quir6s , Leiva Montero, & Mora Roman , 2019).

Seleccionar un sistema de produccion apropiada resulta fundamental para alcanzar
un rendimiento satisfactorio en la purificacion de la proteina recombinante deseada.
Factores como la optimizacion del uso de codones, la seleccion de la cepa hospedera, el
vector de expresion, la etiqueta o proteina de fusion empleada en la purificacion, la
composicién del medio de cultivo, las condiciones de induccién y otros elementos son
determinantes para el resultado final. (Hernandez Alcantara , Garcia Torres, Alba Martinez,
& Ramirez Silva, 2021).

Debido a su rapido desarrollo y capacidad para generar grandes cantidades de
biomasa en medios economicos, junto con un amplio entendimiento de su fisiologia y
genetica, acompafiado de su alta eficiencia en la produccién de proteinas heterologas, la
baceria E. coli sigue siendo la opcién preferida para la expresién recombinante, tanto en
entornos de laboratorio como en la industria (Gonzalez & Fillat, Aspectos metodoldgicos

de la expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli, 2018)
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Es comunmente aceptado que E. coli sirve como una bacteria de referencia para
establecer sistemas de produccion microbiana para una variedad de productos y para
investigar los mecanismos de regulacion. Esta bacteria exhibe una serie de componentes en
su membrana externa, como fosfolipidos, lipopolisacaridos, acido colanico, flagelos y
fimbrias tipo I, que actian como una barrera autoprotectora; esta membrana externa esta
estrechamente ligada a la morfologia celular, el crecimiento, los fenotipos y la capacidad
de adaptacion al estrés. (Wang, Ma, & Wang, 2021)

Se ha comprobado que el uso de insulinas recombinantes es una alternativa eficaz,
segura y asequible que los anélogos de insulina. No solo se debe promover el uso de
insulina, sino también seguir estrictamente pautas relacionadas con cambios al estilo de
vida, como la nutricion, los habitos alimentarios, la actividad fisica, la optimizacion del
control metabdlico y la prevencion de complicaciones (Sandoval Benalcazar, Socasi Dioses
, Vera Navarrete , & Poquiza Pacheco , 2023)

El estudio se centra en tres objetivos especificos: compilar informacion bibliografica
sobre los métodos utilizados de modificacion genética de Escherichia coli para la
produccion de insulina usando PRISMA para garantizar una revision exhaustiva y
sistematica, analizar estadisticamente estas metodologias con R Studio para identificar las
mas eficaces y proponer una alternativa innovadora basada en la revision bibliografica y los

andlisis estadisticos, avanzando asi en la produccion eficiente de insulina recombinante.

La tesis esta estructurada por capitulos que incluyen desde una revision exhaustiva
de la literatura pertinente hasta los detalles metodolégicos, los resultados y las discusiones.
Este formato garantiza un abordaje completo de cada aspecto de la investigacion,
permitiendo una comprension profunda y coherente del estudio. A continuacién, se

presentan los capitulos que corresponden a este trabajo:

Capitulo I: Problema de la investigacion — Describe el problema y proporciona la
justificacion para llevar a cabo la investigacion.

Capitulo II: Marco Teorico Referencial — Presenta una revision de la literatura y las
teorias pertinentes.

Capitulo I11: Disefio Metodologico — Describe los métodos y técnicas utilizadas en
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la investigacion.
Capitulo 1V: Analisis e Interpretacion de Resultados — Expone y analiza los

hallazgos del estudio.

Esta investigacion no solo aborda un desafio biotecnolégico significativo, sino que
también contribuye al avance de la produccion sostenible de insulina recombinante. A
través de este estudio, se espera abrir nuevas vias de investigacion y aplicacion de técnicas
biotecnoldgicas para optimizar la modificacion genética de Escherichia coli y mejorar la

eficiencia en la produccidn de proteinas recombinantes no enzimaticas como la insulina.
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CAPITULDO I: El problema de la investigacion

1.1 Planteamiento del problema

En las Ultimas décadas, la prevalencia de la diabetes mellitus ha aumentado
considerablemente a nivel mundial, tornandose una creciente demanda de insulina, una
hormona que permite que la glucosa del torrente sanguineo ingrese en las células del
cuerpo (Federation, 2019). Entre las diversas plataformas de produccion, E. coli se destaca
como un organismo hospedador preferido debido a su rapido crecimiento, facilidad de
manipulacion genética y costo de cultivo relativamente bajos (Gonzalez Crespo , Hardy
Sosa, & Sosa Espinosa , 2018).

Sin embargo, la produccién de insulina recombinante en E. coli no esta exenta de
desafios. La formacion de cuerpos de inclusién, la incorrecta plegabilidad de la proteina y
baja eficiencia de expresion son algunos de los problemas mas comunes que afectan el
rendimiento y la calidad de la insulina producida. Estos problemas no solo limitan la
capacidad de produccion a escala industrial, sino que también aumentan los costos de
purificacion y procesamiento, lo que puede impactar negativamente en la disponibilidad y

el precio del medicamento (Rauda Ceja , Perez , Valdez Cruz , & Trujillo Roldan , 2020).

A nivel global, se estima que la demanda de insulina continuara creciendo debido
al aumento de la poblacién diabética y a la expansion del acceso a tratamientos médicos
en paises en desarrollo. En este contexto resalta la necesidad urgente de optimizar los
procesos de produccion de insulina recombinante (Organizacion Panamericana de la Salud
& Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

En el Ecuador, la investigacion sobre la produccion de proteinas recombinantes,
incluida la insulina, esta en una etapa incipiente. Aungue se han realizado algunos estudios
sobre el uso de E. coli para la produccion de proteinas terapéuticas, la optimizacion de este
sistema para la produccion eficiente de insulina sigue siendo un desafio. La falta de
investigaciones especificas en este ambito deja un vacio en la comprension y el desarrollo

de procesos biotecnoldgicos més eficientes y sostenible para la produccion de insulina.
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En este contexto, la presente investigacion busca abordar estos desafios y contribuir
al desarrollo de métodos mejorados para la produccién de insulina recombinante en E. coli.
La optimizacion de las condiciones de cultivo, las estrategias de modificacion genética y
los métodos de purificacion son aspectos cruciales para mejorar el rendimiento y la calidad

de la insulina producida.

1.2 Delimitacion del problema

La investigacion se centra en la optimizacion de E. coli modificada genéticamente
para la produccion de insulina recombinante, excluyendo otras proteinas recombinantes de

tipo no enzimatico y otros organismos hospedadores contrarios a E. coli.

1.3 Formulacion del problema

¢ Como la modificacion genética en Escherichia coli aumenta la produccion de

insulina a gran escala?

1.4 Preguntas de investigacion

e ;Cuales son los avances mas recientes en la modificacion genética de E. coli

para mejorar la calidad y la pureza de la insulina?

e Cuantas proteinas recombinantes de aplicacion terapéutica pueden ser

obtenidas por modificacion genética en E. coli?
o ;Qué factores influyen en la eficiencia de la produccion de insulina en E. coli?

e ;Cudles son los desafios y limitaciones actuales en la optimizacion de E. coli

para la produccién de insulina?
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1.5 Determinacién del tema

El tema se elige por su relevancia en el campo de la biotecnologia y la medicina,
dada la creciente necesidad de producir insulina de manera eficiente y asequible. La
investigacion se ajusta en la optimizacion de Escherichia coli modificada genéticamente
para la produccion de insulina recombinante, reconociendo la importancia de mejorar los
métodos actuales para satisfacer la demanda mundial de este medicamento vital. Este
enfoque promete no solo abordar los desafios técnicos en la produccion de proteinas
recombinantes, sino también indagar nuevas fronteras en la ingenieria genética y la
biotecnologia aplicada. El éxito en esta area tiene el potencial de influir significativamente
en la industria farmacéutica y mejorar la accesibilidad del tratamiento para la diabetes a

nivel global.

1.6 Objetivo general

Investigar optimizacion de Escherichia coli modificada genéticamente para la

produccion de proteinas recombinantes no enzimaticas: insulina.

1.7 Objetivos especificos

e Compilar informacién bibliografica de métodos sobre la modificacion genética de

E. coli para la produccion de insulina.

e Analizar estadisticamente las metodologias aplicadas para la modificacion genética
de E. coli para la produccion de insulina.

e Proponer una alternativa de modificacion genética de E. coli para la produccion de

insulina mediante revisién bibliografica.
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1.8 Declaracion de las variables (operacionalizacion)

Variable Definicion Conceptual Definicion operacional Medicion
Métodos de Técnicas utilizadas para - Plasmid-Based Registro del
Modificacion introducir, modificar o Expression Systems método utilizado
Genética eliminar  genes en - FusionProtein en cada estudio

Escherichia coli Technology revisado

- Fusion Protein
Expression

- Synthetic Gene Design

- Periplasmic Expression

- Site Directed
Mutagenesis

- Random Mutagenesis

- DNA Shuffling

- Recombination-Based
Cloning

- Homologous
Recombination

- CRISPR-Cas9
Mediated

Recombination
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1.9 Justificacién

La optimizacion de Escherichia coli modificada genéticamente para la produccion de
insulina recombinante es de gran importancia estratégica, dado que la insulina es esencial para
el tratamiento de la diabetes, una enfermedad que afecta a millones de personas en todo el
mundo. A pesar de los avances en la produccion de insulina recombinante, existen desafios
significativos en términos de eficiencia de produccion, calidad del producto y costos de
purificacion. Mejorar estos procesos puede contribuir significativamente a satisfacer la
creciente demanda de insulina, reducir costos y aumentar la accesibilidad del tratamiento

(Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura , 2020).

Los resultados de esta investigacion representaran un aporte significativo para la
biotecnologia y la medicina, promoviendo la produccion sostenible de insulina recombinante.
Al abordar problemas criticos como la formacién de cuerpos de inclusion, la incorrecta
plegabilidad de la proteina y la baja eficiencia de expresidn, esta investigacion busca optimizar
los métodos actuales, reduciendo los costos asociados y mejorando la calidad del producto
final. Esto, a su vez, disminuira la dependencia de métodos de produccion mas costosos y

menos eficientes.

Este estudio tiene el potencial de influir positivamente en la industria farmacéutica,
proporcionando un enfoque mas sostenible y econémicamente viable para la produccion de
insulina. Ademas, la optimizacion de E. coli como sistema de expresion puede abrir nuevas

oportunidades en la produccion de otras proteinas terapéuticas, demostrando la versatilidad y

eficiencia de los microorganismos.
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1.10 Alcancey limitaciones

La produccion de insulina recombinante mediante la modificacion genética de
Escherichia coli ha transformado la biotecnologia y la medicina. Este avance ha permitido
producir insulina humana en cantidades suficientes para satisfacer la demanda mundial de

pacientes con diabetes mellitus, una condicion cronica que afecta a millones de personas.

La produccion de insulina recombinante utilizando Escherichia coli representa un
hito significativo en la biotecnologia médica. Antes de este desarrollo, la insulina se
obtenia principalmente de pancreas de animales, lo cual no solo era costoso y escaso, sino
gue también planteaba riesgos de reacciones alérgicas y otras complicaciones. La insulina
recombinante, producida a través de bacterias modificadas, es biol6gicamente idéntica a la
insulina humana, lo que ha mejorado considerablemente la eficacia y la seguridad del

tratamiento para la diabetes.

La revision de la literatura revela que la optimizacion de E. coli para la produccion
de insulina ha permitido avances sustanciales en varios aspectos clave de la biotecnologia
industrial. Entre estos avances se encuentran las mejoras en la eficiencia de la expresion
génica, el rendimiento celular y la estabilidad de la produccion. Técnicas avanzadas de
ingenieria genética, como CRISPR-Cas9 y la mutagénesis dirigida, han sido cruciales para
lograr estas mejoras. Estas técnicas permiten modificaciones precisas en el genoma de E.

coli, facilitando una produccién mas eficiente y estable de insulina recombinante.

La produccion de insulina no solo ha mejorado la accesibilidad al medicamento,
sino que también ha reducido significativamente los costos de produccidn en comparacion
con los métodos tradicionales. Ademas, el uso de E. coli como sistema de expresion es
considerado seguro y sostenible. Las cepas utilizadas son generalmente bien caracterizadas
y han sido modificadas para minimizar los riesgos ambientales y de salud. La produccion
en ambientes controlados y con técnicas estandarizadas asegura la calidad y la pureza del

producto final, garantizando la seguridad del paciente.

A pesar de los avances logrados, la revision bibliografica destaca varios desafios

técnicos asociados a la produccion de insulina. Uno de los principales desafios es la
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optimizacion genética compleja. La modificacion genética para maximizar la produccion
de insulina requiere un conocimiento profundo del metabolismo y la regulacion genética
de la bacteria. La expresion de proteinas recombinantes a menudo enfrenta problemas
como la formacion de cuerpos de inclusién, que son agregados de proteinas mal plegadas

que reducen el rendimiento y la funcionalidad de la insulina producida.

Otro desafio es la adaptabilidad limitada de E. coli a diferentes condiciones de
cultivo. La optimizacion de las condiciones para maximizar la produccion de insulina
puede requerir un equilibrio delicado de multiples factores ambientales y nutricionales.
Ademas, las modificaciones genéticas pueden tener efectos no deseados en la fisiologia de

la bacteria, afectando su crecimiento, viabilidad y productividad.

Dicha produccion también enfrenta desafios éticos y regulatorios significativos. La
liberacion accidental de E. coli modificada genéticamente en el medio ambiente plantea
riesgos de bioseguridad. Aunque existen estrictas regulaciones sobre el manejo y la
eliminacion de organismos genéticamente modificados (OGMs), siempre existe la
preocupacion de que las bacterias modificadas puedan interactuar con microorganismos

naturales y transferir genes modificados.

Ademas, la aceptacion publica de productos derivados de OGMs sigue siendo un
desafio. La percepcion negativa y la desinformacion sobre los riesgos de la ingenieria
genética pueden limitar el uso y la comercializacion de insulina recombinante. Existen
dilemas éticos relacionados con la manipulacion genética, especialmente en el contexto de
la produccion de medicamentos, que deben ser abordados con responsabilidad vy

transparencia.

La escalabilidad de la produccion de insulina recombinante también presenta
limitaciones. La infraestructura significativa y los recursos especializados requeridos
pueden ser un obstaculo en regiones con limitaciones econdmicas y tecnoldgicas. La
implementacion de tecnologias avanzadas de produccion y purificacion es costosa y

requiere personal capacitado, lo que puede limitar la capacidad de expansion en algunos

contextos.
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El futuro de la produccion de insulina recombinante en E. coli depende en gran
medida de innovaciones tecnoldgicas continuas. La mejora de herramientas de edicion
genética, como CRISPR-Cas9, promete superar muchas de las limitaciones actuales en las
modificaciones. Las técnicas emergentes de biologia sintética podrian permitir la
construccién de circuitos genéticos mas complejos y controlables, mejorando la

produccién de insulina y otras proteinas recombinantes.

La automatizacion y la digitalizacion de los procesos de produccion también tienen
el potencial de mejorar significativamente la eficiencia y la consistencia de la produccion
de insulina recombinante. Los sistemas de biorreactores avanzados y el monitoreo en
tiempo real permiten un control més preciso de las condiciones de cultivo, optimizando el

rendimiento y reduciendo la variabilidad.

Las técnicas y conocimientos desarrollados para la produccion de insulina pueden
aplicarse a la produccién de otras proteinas terapéuticas, enzimas industriales y
bioproductos. La diversificacion de productos recombinantes podria aumentar la viabilidad
comercial y el impacto econdmico de la biotecnologia basada en Escherichia coli. Ademas,
la colaboracién internacional en investigacion y desarrollo puede acelerar los avances en
la optimizacion para la produccion de insulina. Compartir conocimientos y recursos puede
superar las barreras tecnoldgicas y economicas, facilitando la aceptacion global de los

productos derivados de OGMs y mejorando el acceso a tratamientos médicos avanzados.
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CAPITULO I1: Marco teérico referencial

2.1 Antecedentes

Zielinski, et al., (2019) desarrollaron en Polonia un protocolo eficiente y econémico
para la produccién de insulina humana recombinante usando la cepa E. coli 20. Mediante
la construccidon del gen de la insulina y el plasmido pIBAINS, lograron obtener 2700 Ul de
insulina con una pureza del 99% por litro de cultivo. EI proceso, independiente de la
temperatura, mostro una eficiencia de renaturalizacion del 95-99%, resaltando su viabilidad

comercial y capacidad para satisfacer la creciente demanda de insulina en Polonia.

Aboul-Soud (2020) investigd la clonacion y expresion del ADNc del factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) en bufalos egipcios, utilizando la cepa E. coli
JM1009. El estudio demostrd que la tecnologia de ADN recombinante facilito la produccion
de IGF-1, clonando el ADNc a partir de tejidos hepaticos y verificando la expresion de la
proteina recombinante mediante SDS-PAGE, mostrando un tamafio de 7.6 kDa. Las
investigaciones en proteinas recombinantes basadas en E. coli también se han realizado en
animales como los budfalos egipcios, confirmando a E. coli como un huésped eficiente y

rentable para la expresion de proteinas recombinantes

Siew & Zhang (2021) realizaron una revision exhaustiva del procesamiento
posterior necesario para producir insulina humana recombinante y sus analogos a partir de
cuerpos de inclusién de E. coli. Cubren aspectos criticos como la recuperacion y
purificacion de proinsulina, su solubilizacion y sulfitolisis oxidativa, y la escision
enzimatica. La revision destaca las ventajas de E. coli como sistema de expresion, pero
también aborda los desafios del procesamiento complejo necesario para obtener
polipéptidos funcionales. Ademas, incluye ejemplos y discute como integrar cada
procedimiento en un esquema de purificacion multimodal, subrayando la importancia de

técnicas de recuperacion y lavado eficientes.

Breunig, et al., (2024) investigaron la fluoracion de la insulina lispro en la posicion

ProB29 para ralentizar la formacion de fibrillas. Prepararon variantes de lispro con
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analogos de prolina, logrando mas del 90% de incorporacion, y confirmaron su bioactividad
en ratones diabéticos. Las variantes fluoradas mantenian su actividad y estructura similar a
la insulina humana, pero se disociaban mas rapidamente del hexdmero. La fluoracion con
4S-fluoroprolina estabilizd la proteina contra la fibrilacion, mejorando la vida util y el

almacenamiento de las formulaciones de insulina.
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2.2 Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1 Escherichia coli
2.2.1.1 Morfologia y Fisiologia.

Escherichia coli es una bacteria de tipo bacilo Gram negativa, que presenta una
morfologia en forma de baston y no produce esporas, lo cual le confiere ciertas ventajas y
limitaciones en términos de supervivencia en condiciones adversas. Es de forma recta y de
baston, no produce esporas y no es resistente al acido. Las células de E. coli tienen dimensiones
que varian entre 1 y 3 micrémetros de longitud y entre 0,4 y 0,7 micrémetros de ancho, siendo
aproximadamente 1 micrometro de largo, 0,35 micrometros de ancho y con un volumen que

oscila entre 0,6 y 0,7 micrémetros cubicos (Basavaraju & Gunashree, 2023).

Figura 1. Estructuctura de Escherichia coli

Bacilo gramnegativo con flagelo, recto, con forma de bastoncillo, sin esporas, no resistente al 4cido y
que existe en forma individual y en parejas. Tamafio de 1 a 3 um x 0,4 a 0,7 um (micrometro), alrededor de 1 um
de largo, 0,35 um de ancho y 0,6 a 0,7 um de volumen Nota: Tomado de Escherichia coli: An Overview of Main

Characteristics, por Basavaraju & Gunashree,2023, (https://www.intechopen.com/chapters/84764)

E. coli se categoriza en 150 a 200 serotipos basados en tres antigenos principales:
somatico (O), capsular (K) y flagelar (H). Hay 173 tipos de antigenos O en la pared celular,
103 tipos de antigenos K en la capsula y 75 tipos de antigenos H en los flagelos. Esta diversidad
antigenica permite a E. coli adaptarse a diferentes entornos y evadir el sistema inmunitario del

huesped, contribuyendo a su capacidad patogénica (Erjavec, 2023).

E. coli es reconocida como una de las bacterias mas adaptativas y con una notable
capacidad patogénica. Los grupos de E. coli capaces de inducir diarrea se clasifican bajo el
término E. coli patogena intestinal (IPEC). Aquellos que originan infecciones en otros sistemas
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http://www.intechopen.com/chapters/84764)

se denominan E. coli patogena extraintestinal (EXPEC). Ademas de su rol patogénico, E. coli
desempefia una funcion esencial como parte del microbiota comensal en los intestinos de
humanos y otros mamiferos, contribuyendo al equilibrio microbiano y al proceso digestivo
(Lee, 2020).

Se han identificado ocho patotipos distintos de E.coli responsables de diversas
enfermedades en humanos. Los seis patotipos intestinales son E. coli enteropatégena (EPEC),
E. coli enterohemorréagica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC). En la
categoria de E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC) se incluyen E. coli uropatégena (UPEC),

y E. coli asociada a meningitis (NMEC) (Liu, y otros, 2020).

2.2.1.2 Habitat y ecologia.

Clasificada como una bacteria coliforme, E. coli es parte del género Escherichia y se
encuentra en diversos habitats como el medio ambiente, alimentos contaminados y el intestino
de animales de sangre caliente. En los intestinos, juega un rol crucial en la digestion y la salud
intestinal. Debido a su presencia constante en los intestinos y su capacidad para sobrevivir en
el medio ambiente, E. coli se utiliza como un indicador de contaminacién fecal en el agua,
ayudando a detectar patdgenos potenciales y evaluar la calidad del agua para su uso seguro

(Basavaraju & Gunashree, 2023).

E. coli es una de las primeras bacterias en colonizar el intestino humano; las personas
estan expuestas a ella a través de alimentos crudos, agua potable y superficies contaminadas.
Adaptada para sobrevivir en condiciones extremas del tracto gastrointestinal, como la acidez
gastrica (pH 1.5) y la bilis, E. coli ha desarrollado mecanismos para prosperar en estos
ambientes hostiles. La exposicion frecuente a diversas cepas de E. coli a lo largo de la vida esta
relacionada con factores ambientales como mascotas, alimentos y agua (Martinson & Walk,
2020).

La capacidad de E. coli para persistir en entornos acuaticos esta influenciada por
diversos factores bioticos y abidticos. Los factores bidticos incluyen la formacién de
biopeliculas y la interaccion con otros microorganismos. Los factores abidticos abarcan la

temperatura, pH, salinidad, luz solar y disponibilidad de nutrientes. Ademas, las fluctuaciones
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estacionales en temperatura y precipitaciones, junto con la actividad humana, también afectan

su abundancia y viabilidad en estos ecosistemas (Liu, Lee, Bong, & Wang, 2024).

2.2.1.3 Cepas no patogenas.

E. coli es mayormente una especie bacteriana no patdgena, presente en mas del 90% de
los adultos como parte del microbioma intestinal, hay una brecha en el conocimiento sobre los
factores que afectan la abundancia y distribucién de las cepas no patdgenas. Estos factores
incluyen interacciones con otros microorganismos, disponibilidad de nutrientes, variaciones en
el pH y temperatura, y la presencia de agentes antimicrobianos. Entender estos elementos es
crucial para comprender el papel de las cepas no patdgenas de E. coli en el microbioma humano
y su impacto en la salud (Martinson & Walk, 2020).

Las principales cepas no patdgenas de Escherichia coli més usadas en el campo de la

biotecnologia son las cepas B y k-12
E.coliB

Las cepas B de E. coli y sus variantes se emplean habitualmente como sistemas
huéspedes para la expresion de proteinas recombinantes. Estas cepas han sido especificamente
disefiadas para mejorar la produccion de proteinas recombinantes, una optimizacion que se
logra gracias a varias caracteristicas distintivas. La ausencia de flagelos en estas cepas reduce
la energia celular destinada a la motilidad, lo que permite una mayor dedicacion de recursos a
la sintesis de proteinas. Ademas, estas cepas producen una cantidad limitada de proteasas,
enzimas que podrian degradar las proteinas recombinantes. Finalmente, las cepas B tienen una
capacidad aumentada para la biosintesis de aminoécidos, bloques de construccién para la
sintesis de proteinas, asi crea un entorno mas favorable para la produccion eficiente de
proteinas recombinantes. Esta combinacidn de caracteristicas hace que las cepas B de E. coli
sean una opcion preferida en la biotecnologia y la ingenieria genética (Schumann, Cohn,
Gaballa, & Wiedmann, 2023).

E. coli K-12

Escherichia coli K-12, a menudo considerado el animal doméstico de la biologia
molecular, contrasta con la diversidad de cepas silvestres en su entorno natural, algunas de las

cuales son comensales intestinales cruciales, mientras que otras poseen caracteristicas
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patogenas que muestran variabilidad genética y fenotipica. La estructura central de la cepa K-
12 es inusual en entornos naturales y se identifica mediante PCR basada en enzimas especificas
codificadas por los genes waa. Esta cepa, aislada en 1922 en la Universidad de Stanford,
probablemente perdié la capacidad de producir el antigeno O16 debido a mutaciones,
evidenciando cémo la manipulacion y el cultivo prolongado pueden alterar las propiedades de
las bacterias (Hantke, 2020).

2.2.1.4 Cepas patogenas.

E. coli es considerado microorganismo oportunista, porque cuando las defensas del
cuerpo estdn comprometidas puede causar enfermedades. Utiliza factores virulencia, como
fimbrias y adhesinas para la adhesién a las células, capsulas protectoras y varias toxinas que
afectan las células del huésped y desencadenan respuestas inflamatorias. Ademas, cuenta con
sistemas especializados para la absorcidn de hierro, un nutriente esencial para su crecimiento

y proliferacion en el huésped (Basavaraju & Gunashree, 2023).

Escherichia coli enteropatogénica

Identificada en 1945 en el Reino Unido como una causa importante de enfermedades
diarreicas en lactantes, con una alta morbilidad y mortalidad en nifios menores de seis meses,
especialmente en paises en desarrollo. Comparte mecanismos de patogénesis con otros
patégenos, como factores de virulencia de adherencia y borrado, que facilitan la adhesion a las
células intestinales y la destruccién de microvellosidades. Histopatoldgicamente, EPEC causa
lesiones de adherencia y borrado en células epiteliales intestinales, con genes de virulencia
ubicados en una isla de patogenicidad cromosémica y en un locus de borramiento de
enterocitos. Una toxina autotransportadora de serina proteasa llamada EspC, liberada por

EPEC, puede causar necrosis en células intestinales (Pakbin, Briick, & Rossen, 2021).
Escherichia coli enterotoxigénica

Agente etioldgico de diarrea, especialmente en nifios menores de cinco afios en regiones
con ingresos bajos, afecta también a la poblacién adulta, siendo la principal causa de la diarrea
del viajero en viajeros provenientes de paises industrializados que visitan regiones endémicas
de ETEC y EAEC. Entre el 3% y el 17% de los adultos que padecen diarrea del viajero
desarrollan posteriormente enfermedades inflamatorias intestinales (Rios-Mufiiz, Cerna

Cortés, Moran Garcia, Meza Segura, & Estrada Garcia, 2019).
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ETEC se caracteriza por su capacidad de producir dos tipos de enterotoxinas: las
termolabiles (LT) y las termoestables (ST). La LT es una molécula de alto peso molecular,
compuesta por una subunidad alfa activa y cinco subunidades B de unién. Por otro lado, la ST
es un péptido de bajo peso molecular. La colonizacion del epitelio intestinal por parte de ETEC
es esencial para su accion toxica. Ademas de las enterotoxinas, los factores de colonizacion
(FC) desempefian un papel crucial como principales factores de virulencia de ETEC (Zhang,
Tan, Zhao, & Ma, 2022).

Escherichia coli Enterohemorrégica

Las cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (STEC), como la E. coli
enterohemorragica (EHEC), pueden causar desde diarrea leve hasta diarrea sanguinolenta,
acompafadas a menudo de fiebre y vomitos. La presencia de la toxina Shiga, codificada por
fagos, distingue a las cepas STEC, mientras que las EHEC tienen factores de virulencia
adicionales que pueden causar colitis hemorragica y, en casos graves, el sindrome urémico
hemolitico (SUH). Si bien todas las cepas de E. coli enterohemorragica (ECEH) son STEC, no
todas las STEC son ECEH. Los métodos diagnosticos se centran en la deteccion de genes
especificos, como stx y genes de virulencia asociados con la isla de patogenicidad LEE y

hemolisina (Jesser & Levy, 2023).
Escherichia coli Enteroinvasiva

La diarrea causada por (EIEC) es comun en todo el mundo, especialmente entre los
nifios de paises de ingresos bajos y medianos. Sus manifestaciones clinicas y mecanismos de
virulencia son similares a los de Shigella spp., ya que ambas bacterias llevan el plasmido pINV

tipo F, que codifica los genes necesarios para la invasion. (Jesser & Levy, 2023).

EIEC penetra el organismo a través de las células M ubicadas en la mucosa del colon.
Una vez dentro, invade los enterocitos, las células epiteliales del intestino, y se multiplica
dentro del citoplasma de estas células. Este proceso de invasion y multiplicacién intracelular
provoca la aparicion de sintomas clinicos caracteristicos, incluyendo diarrea disentérica, que
con evacuaciones frecuentes acompafiadas de sangre y moco. Esta capacidad invasiva de EIEC
contribuye a su patogenicidad y a la gravedad de las infecciones que causa en el tracto
gastrointestinal (Molina, Oderiz, Lopez, Basualdo, & Sparo, 2024).
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Escherichia coli Enteroagregativa

Diversos estudios han indicado que la patogénesis de (EAEC) se divide en tres etapas
principales: La adherencia a la mucosa intestinal, mediada principalmente por las fimbrias de
adherencia agregativa. La liberacion de enterotoxinas y citotoxinas y por ultimo la induccion
de la inflamacion de la mucosa. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) produce diversas
toxinas con efectos citotdxicos, entre las cuales se encuentran la toxina ShET1 (shigella
enterotoxin 1) y Pic (protease involved in intestinal colonization), ambas codificadas en el
cromosoma bacteriano. Sin embargo, hasta la fecha no se han identificado moléculas
exclusivas de las cepas de EAEC aisladas de casos de diarrea (Rios-Mufiiz, Cerna Cortés,
Moran Garcia, Meza Segura, & Estrada Garcia, 2019).

Escherichia coli Uropatogénica

Entre las diversas especies bacterianas que causan infecciones del tracto urinario (ITU),
las cepas uropatogenas de UPEC son las mas prevalentes. Las UPEC son responsables de
aproximadamente el 80% de las infecciones urinarias no complicadas, el 95% de las
infecciones adquiridas en la comunidad y el 50% de las infecciones adquiridas en hospitales.
Las UPEC siguen siendo el patdgeno mas comdn en las ITU complicadas, subrayando su
importancia en la epidemiologia de estas infecciones y la necesidad de enfoques efectivos para

su prevencion y tratamiento (Kot, 2019).

Cuando la UPEC invade y coloniza la regién periuretral, asciende hacia la vejiga,
facilitando la colonizacion e invasién de las células del huésped. Durante esta fase, libera
toxinas que dafian las células huésped y promueven su supervivencia. En los rifiones, la
colonizacidn bacteriana induce la produccién de mas toxinas, pudiendo causar enfermedades
graves como la bacteriemia. La estructura de la UPEC, incluyendo fimbrias y adhesinas, juega
un papel crucial en su capacidad patogénica, permitiéndole adherirse firmemente a las células

del tracto urinario y resistir la respuesta inmune del huésped (Zhou, y otros, 2023).
Escherichia coli Neonatal Meningitis

La meningitis bacteriana sigue siendo una causa importante de mortalidad y morbilidad,
con tasas de mortalidad neonatal que oscilan entre el 10% y el 50%, y alrededor del 50% de

los sobrevivientes experimentan secuelas neuroldgicas graves. Una vez que las bacterias

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



alcanzan el cerebro, las células inmunitarias residentes y circulantes desencadenan respuestas
inmunitarias innatas y liberan factores inflamatorios. Sin embargo, esta respuesta puede ser
excesiva y desorganizada, lo que conduce a un dafio neuronal significativo e incluso la muerte
(Su, y otros, 2023).

2.2.2 Insulina

La insulina es una hormona proteica anabdlica compuesta por 51 aminoacidos y
secretada por las células B en los islotes de Langerhans. Se compone de dos cadenas
polipeptidicas, A y B, unidas por enlaces disulfuro. Su funcion principal radica en promover la
captacion de glucosa por los tejidos muscular y adiposo desde la sangre, al tiempo que reduce
la produccion hepatica de glucosa. Esto contribuye a regular la homeostasis de la glucosa y a
prevenir la diabetes mellitus (Gonzélez Mujica, 2017).

La insulina desempefia un papel fundamental como hormona anabdlica al facilitar la
integracion de los &tomos de carbono de los alimentos en moléculas complejas. Su produccion,
regulacién, liberacion y efectos estan meticulosamente controlados en varios 6rganos del
cuerpo. En 1921, en Toronto, la insulina fue descubierta por Fredrick Banting y Charles Best,
quienes contaron con el respaldo y la supervision de John Macleod. Posteriormente, James
Collip contribuy6 purificandola (Leyva, Rodriguez, Rodriguez, & Nifio, 2020).

2.2.2.1 Estructura y sintesis.

Figura 2. La imagen muestra la estructura secundaria de la insulina

Confiquracion T de la Insulina

Cadena A

COOH Cadena B

La cadena A, en verde, presenta dos hélices a antiparalelas y un giro . La cadena B, en azul, tiene una
hélice a central y una estructura de ldémina B. Los enlaces disulfuro estan resaltados en naranja, y se marcan los

grupos amino y carboxilo terminales de ambas cadenas. Tomado de Insulina. Estructura, sintesis, secrecion,

depuracién y degradacion (Revision), por Gonzalez Mujica, 2017, (https://vitae.ucv.ve/pdfs/VITAE_5600.pdf).
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La insulina es una hormona peptidica compuesta por dos cadenas, una de 21
aminoacidos llamada cadena A y otra de 30 aminodacidos llamada cadena B, unidas por dos
enlaces disulfuro, mientras que un tercer enlace disulfuro se encuentra dentro de la cadena A.
A pesar de ser una molécula pequefia, presenta una estructura secundaria compleja, con hélices
a Yy giros f en ambas cadenas, asi como laminas 3 en la cadena B. En su forma activa, la insulina
es monomeérica y circula a concentraciones de 107-6 M, uniéndose al receptor. Sin embargo, a
concentraciones més altas, las cadenas B interactian para formar dimeros. En los granulos
secretorios de las células B pancredticas, la insulina se almacena en forma de hexameros

coordinados con 2 atomos de Zn"2+ (Gonzalez Mujica, 2017).

La sintesis de la insulina comienza con la transcripciéon del ARN primario, seguido del
splicing para formar el ARNm maduro. Este ARNm codifica la preproinsulina, que contiene
un péptido sefial de 24 aminodcidos. Durante la traduccion, este péptido sefial guia la
preproinsulina al reticulo endoplasmico, donde se convierte en proinsulina mediante
plegamiento y formacion de enlaces disulfuro. Luego, la proinsulina es transferida al aparato
de Golgi y almacenada en vesiculas secretoras inmaduras. En estas vesiculas, enzimas como
PC2y PC1/3, junto con la carboxipeptidasa E, convierten la proinsulina en insulina (Gonzélez
Mujica, 2017).

2.2.2.2 Procesos bioldgicos de sintesis y secrecion en el pancreas.

El principal desencadenante para la secrecion de insulina es la alfa d-glucosa, aunque
ciertos aminoacidos y acidos grasos también juegan un papel significativo en este proceso.
Durante la ingesta de alimentos, los nutrientes son absorbidos y transportados al pancreas a
través del sistema porta hepéatico. Un aumento en la concentracion de glucosa en la sangre
estimula la secrecién de insulina. Las células beta pancreaticas responden a esta elevacion de
glucosa transformando las sefiales quimicas en impulsos eléctricos, lo que lleva a la liberacion
de granulos de insulina (Hiriart-Urdanivia, Sanchez-Soto, Velasco, Sabido-Barrera, & Ortiz-
Huidobro, 2019).

Este proceso se ve facilitado por un incremento en la concentracion de calcio
intracelular, que es crucial para la exocitosis de insulina. Una vez secretada, la insulina viaja
libremente en el torrente sanguineo, donde ejerce sus efectos reguladores sobre el metabolismo

de la glucosa, facilitando la absorcién de esta en los tejidos y manteniendo asi la homeostasis
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glucémica (Hiriart-Urdanivia, Sanchez-Soto, Velasco, Sabido-Barrera, & Ortiz-Huidobro,
2019).

2.2.2.3 Regulacion de la glucosa en sangre.

La glucosa es una fuente vital de energia para el cuerpo humano, contribuyendo
aproximadamente al 50% de la energia requerida. La via glucolitica, presente desde las etapas
tempranas de la evolucion de organismos unicelulares, es una ruta metabélica ancestral y
universal que se encuentra en todas las células del organismo. Ademas, existen diversos
mecanismos que monitorean la concentracion de glucosa en la sangre y regulan las vias
metabolicas para mantenerla dentro de los niveles adecuados segln las condiciones
fisioldgicas, influenciando asi la secrecidn de insulina (Leyva, Rodriguez, Rodriguez, & Nifio,
2020).

2.2.2.4 Mecanismo de accion de la insulina.

La secrecion de insulina puede depender de los canales de K+ATP, un mecanismo
crucial en la liberacion de insulina que esta directamente relacionado con los niveles de glucosa
y el metabolismo de la misma. Cuando la glucosa se utiliza y se produce ATP, la relacién
ATP/ADP aumenta, lo que causa el cierre de los canales de K+ATP. Esto lleva a la
despolarizacion de la membrana plasmatica y a la apertura de los canales de Ca2+, lo que

aumenta la concentracion intracelular de calcio y finalmente conduce a la secrecion de insulina.

Ademas, existe un mecanismo independiente de los canales de K+ATP mediado por
incretinas como el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido 1 similar
al glucagon (GLP1). Estas incretinas se unen a sus receptores y activan el adenilato ciclasa a
través de proteinas G, lo que aumenta los niveles de AMPc. Esto a su vez activa la proteina
quinasa A 'y Epac 2, lo que finalmente resulta en la liberacion de insulina. Los mecanismos de
secrecién de insulina estan altamente regulados y se adaptan precisamente a las necesidades

metabdlicas del organismo (Gonzalez Mujica, 2017).

2.2.2.5 Interaccion con receptores celulares.

El aumento de glucosa en la sangre es el principal estimulo para la secrecién de insulina.
Después de comer, las células beta del pancreas responden convirtiendo sefiales quimicas en
eléctricas, lo que resulta en la liberacion de insulina. Esta hormona actua sobre receptores
presentes en diversas células del cuerpo, como el higado, el tejido adiposo y los musculos

esqueléticos. Los receptores de insulina, formados por subunidades alfa y beta, desencadenan
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eventos intracelulares que culminan en la activacion de Akt2, promoviendo el transporte de
glucosa, la sintesis de glucogeno, triglicéridos y proteinas, y regulando la expresion génica a
través de la activacion de la cinasa de proteinas activada por mitdégenos (Hiriart-Urdanivia,
Sanchez-Soto, Velasco, Sabido-Barrera, & Ortiz-Huidobro, 2019).

2.2.3 Proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes (PR) son biomoléculas producidas en microorganismos
manipulables que no son su origen natural, permitiendo su produccion en grandes cantidades.
Existen numerosos sistemas heter6logos para la expresion de PR con aplicaciones cientificas,
bioldgicas y farmacéuticas. Entre ellos, la bacteria E. coli es uno de los més populares y ha sido
ampliamente utilizada y modificada genéticamente para mejorar su eficiencia. Tanto en
sistemas procariotas como eucariotas, estos métodos buscan maximizar la expresion de la
proteina de interés utilizando un gen clonado en un plasmido o vector de expresion (Hernandez-
Alcantara, Garcia-Torres, & Alba-Martinez, 2021) .

Seleccionar adecuadamente el sistema de expresion es crucial para obtener una proteina
recombinante. Un sistema de expresion esta compuesto por un organismo hospedero y un
vector de expresion que contiene los elementos genéticos necesarios para la transcripcion y
traduccion del gen de interés. La eleccion del sistema 6ptimo depende de diversos factores,
como las propiedades de la proteina deseada, las caracteristicas de crecimiento del hospedero,
los niveles de expresion y la localizacion celular de la proteina, entre otros. Actualmente,
existen sistemas procarioticos y eucarioticos disponibles para la produccién a gran escala de
proteinas recombinantes. Escherichia coli es el hospedero procaridtico mas utilizado debido a
su bien conocida fisiologia y genética, lo que facilita los trabajos de clonacion y cultivo,
convirtiéndolo en una opcion preferida para la produccién eficiente y rentable de proteinas
recombinantes (Gonzalez & Fillat, Aspectos metodologicos de la expresion de proteinas

recombinantes en Escherichia coli, 2018).

2.2.3.1 Produccion de insulina recombinante.

En 1978, se produjo la primera insulina recombinante al combinar las cadenas A y B
en Escherichia coli. Esto permitié fabricar las cadenas por separado, evitando la necesidad de
usar enzimas para fragmentar la proinsulina. Se emplearon dos mini genes, uno para cada
cadena, sintetizados debido al desconocimiento de la secuencia del ADN, utilizando un

sintetizador de aminoacidos. Luego, estos genes se insertaron en plasmidos y se introdujeron
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en células huésped mediante transfeccion. Las insulinas producidas por Lilly y Sanofi usaron
E. coli no patdgena, mientras que Novo emple0 la levadura Saccharomyces cerevisiae (Gomez,

Rios-Torres, Cardenas-Fragoso, & Tovar-Méndez, 2021).

Las inyecciones de insulina son fundamentales para el manejo de la diabetes tipo 1 y
también se utilizan en muchos casos de diabetes tipo 2. La insulina humana recombinante
ofrece beneficios importantes sobre las insulinas obtenidas de carne de cerdo y de res, ya que
es mas compatible con el cuerpo humano y reduce la probabilidad de reacciones alérgicas. Esta
forma de insulina, producida mediante técnicas de ingenieria genética, mejora la eficacia del
tratamiento y minimiza las complicaciones, ofreciendo una opcion més segura y efectiva para
los pacientes diabéticos. Ademas, la insulina recombinante puede ser ajustada y personalizada
mas facilmente para satisfacer las necesidades individuales, lo que contribuye a un mejor

control glucémico y una mayor calidad de vida para los pacientes (Siew & Zhang, 2021).

Durante la produccion de insulina recombinante, se combinaron fragmentos de ADN
con el gen LacZ y metionina para facilitar la formacién de la proteina. Estos plasmidos se
integraron en células bacterianas mediante ligasa de ADN. Tras la fermentacion, las bacterias
replicadas expresaron el gen de la insulina. Luego, se extrajo el ADN y se separaron las cadenas
de insulina, que finalmente se unieron mediante puentes disulfuro. Este método revoluciond la
produccidn de insulina, haciéndola mas eficiente y segura para tratar la diabetes (Gomez, Rios-

Torres, Cardenas-Fragoso, & Tovar-Méndez, 2021).

La administracion de insulina, un pilar en el tratamiento de la hiperglucemia,
evoluciond desde la extraccion inicial del tejido pancreatico animal hacia una version
semisintética humana. Esta modificacién mejoré la compatibilidad y eficacia del tratamiento.
Con la llegada de la tecnologia del ADN recombinante, la produccion de insulina humana
recombinante a gran escala en microorganismos como E. coli y levaduras se convirtié en una
realidad. Este avance permitié obtener insulina de manera mas eficiente, segura y a menor
costo, garantizando un suministro global fiable y accesible. La insulina humana recombinante,
un hito en la biotecnologia farmacéutica, revoluciono el tratamiento de la diabetes, mejorando

significativamente la calidad de vida de los pacientes (Zielinski, y otros, 2019).

Actualmente, hay una gran variedad de insulinas disponibles para tratar la diabetes,

siendo Humalog y Lantus las mas destacadas. Humalog, una insulina de accién ultrarrapida,
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incluye la insulina lispro como su tipo principal. Su sintesis se realiza a través del sistema de
expresion en E. coli, al cual se le incorpora el gen de la insulina lispro. Por su parte, Lantus, o
insulina glargina, es una insulina de accion prolongada que solo requiere una administracion
diaria. Su produccion también utiliza la tecnologia de ADN recombinante, introduciendo el gen

en E. coli para su fabricacion (Fernandez Cisneros, 2021).

2.2.4 Modificacion genética bacteriana

Solo un nimero muy limitado de especies bacterianas posee la capacidad de adquirir
ADN exdgeno de manera natural a través de procesos como la transformacion, la transduccion
0 la conjugacion de genes. Los estudios que investigan la transformacion natural de bacterias
y el movimiento horizontal de elementos genéticos como transposones, integrones o casetes de
genes son relativamente escasos. No obstante, en un entorno de laboratorio, es posible inducir
artificialmente esta capacidad de captar ADN foraneo. Para lograr una transformacion
bacteriana eficiente, se deben considerar dos factores principales: el método utilizado para
inducir la competencia en la bacteria y la constitucién genética de la cepa bacteriana que esta

siendo transformada (Gomez Arias, Gomez Daza, & Nufiez Zarantes, 2018).

Escherichia coli es una bacteria procariética ampliamente utilizada como organismo
modelo en investigaciones cientificas debido a su adaptabilidad. Es conocida por sus minimos
requerimientos nutricionales, rapida tasa de crecimiento y genética bien establecida. E. coli se
divide aproximadamente cada 20 a 30 minutos, permitiéndole adaptarse rapidamente a su
entorno Yy facilitar el estudio de bacteri6fagos. Su capacidad para crecer rapidamente en medios
economicos y la disponibilidad de herramientas moleculares para modificar su genética la
convierten en un excelente modelo para estudios de genética molecular (Basavaraju &
Gunashree, 2023).

2.2.4.1 Técnicas de modificacion geneética.

Transformacion

La transformacion se produce cuando una célula bacteriana capta ADN libre del
entorno, que puede ser de origen cromosémico o plasmidico. Durante este proceso, el ADN
exogeno se incorpora en el genoma de la bacteria receptora. Este mecanismo no requiere de un

bacteriofago, sino que depende de la capacidad de la célula para absorber y expresar el nuevo
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material genético. Este proceso es crucial para la ingenieria genética, ya que permite la
introduccién directa de genes especificos en Escherichia coli u otras bacterias, facilitando la
produccion de proteinas recombinantes como la insulina. Mediante la optimizacion de
condiciones de transformacion, es posible aumentar la eficiencia y estabilidad de la expresion
de la insulina en las bacterias modificadas (Garcillan-Barcia, Pluta, Lorenzo-Diaz, Bravo, &
Espinosa, 2022).

Transduccion

es un proceso de transferencia de ADN mediado por bacteridfagos. En este proceso, los
bacteriofagos, que son virus que infectan bacterias, pueden accidentalmente empaquetar
segmentos de ADN del huésped bacteriano en su capside durante la fase de ensamblaje viral.
Cuando estos fagos infectan a una nueva célula bacteriana, inyectan el ADN huésped que
transportan en lugar de su propio ADN. Este ADN inyectado puede entonces recombinarse con

el cromosoma de la nueva célula huésped y ser heredado por las generaciones siguientes.

Aunque este evento ocurre con baja frecuencia, es un mecanismo importante para la
transferencia horizontal de genes entre bacterias, permitiendo la difusion de caracteristicas
genéticas como la resistencia a antibidticos o la capacidad de producir compuestos especificos,
como la insulina en cepas modificadas de Escherichia coli (Pérez Rodriguez, 2019).

Conjugacion

La conjugacion es un mecanismo en el que una bacteria donante transfiere una hebra
de ADN, ya sea de un plasmido o de un elemento conjugativo cromosémico, a una bacteria
receptora, que puede pertenecer a la misma especie o0 a una diferente. Este proceso es un tipo
de transferencia horizontal de genes (THG) que juega un papel crucial en la diseminacion de
la resistencia a los antibidticos (Ab”r). La THG mediante conjugacion es fundamental para la
evolucion y propagacion de bacterias patogenas multirresistentes, conocidas como
superbacterias, debido a su capacidad de adquirir y compartir genes de resistencia (Garcillan-

Barcia, Pluta, Lorenzo-Diaz, Bravo, & Espinosa, 2022).

2.2.5 Herramientas moleculares
2.2.5.1 Plasmidos y vectores.
En el contexto de la produccion de proteinas recombinantes no enzimaticas, como la

insulina, los plasmidos juegan un papel crucial. Permiten la insercion de genes de interés en las
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bacterias, facilitando su expresion y la produccion de grandes cantidades de proteinas. Esta
metodologia es fundamental para la biotecnologia moderna y ha revolucionado la produccion
de medicamentos, permitiendo la sintesis de proteinas humanas de alta pureza en sistemas
bacterianos como Escherichia coli (Garcillan-Barcia, Pluta, Lorenzo-Diaz, Bravo, & Espinosa,
2022).

Los plasmidos son una herramienta esencial en la tecnologia de ADN recombinante.
Estos segmentos de ADN extracromosdmico pueden codificar proteinas que proporcionan a
las bacterias diversas funciones cruciales, como resistencia a antibidticos, degradacion de
toxinas ambientales y facilitacion de la replicacion celular. Su capacidad para aceptar genes
adicionales los convierte en vehiculos ideales para introducir nuevas secuencias genéticas en
bacterias, 1o que es una gran ventaja en la produccion de ADN recombinante (Alvarado-
Madrigal, Tannia, & Leiva-Montero, 2019).

Los plasmidos que utilizan el mecanismo del circulo rodante se agrupan en varias
familias segln su replicén. Las familias mas conocidas incluyen pC194 y pUB110, que
pertenecen a la familia Rep_1; pMV158 y pE194, que pertenecen a la familia Rep_2; y pT181
y pC221, que se clasifican dentro de la familia Rep_trans. Estos plasmidos son esenciales en la
biotecnologia y en la ingenieria genética, ya que su capacidad para transferir genes puede ser
empleada para modificar bacterias y producir proteinas recombinantes, como la insulina, de

manera eficiente (Garcillan-Barcia, Pluta, Lorenzo-Diaz, Bravo, & Espinosa, 2022).

En sistemas procarioticos, los vectores de expresion contienen elementos esenciales
como origen de replicacion, promotor, sitio de unién al ribosoma, secuencia codificadora y
terminadores de transcripcion. También incluyen marcadores de resistencia a antibioticos para
seleccionar recombinantes y asegurar la estabilidad del plasmido en el hospedero. Estos
componentes aseguran una replicacion eficiente y la correcta transcripcion y traduccion del gen
clonado. Ademas, los vectores pueden incorporar genes reguladores para modular la actividad
del promotor y ajustar los niveles de expresion y secuencias de codones que codifican péptidos
0 proteinas de fusion para facilitar la purificacion o mejorar la estabilidad de la proteina

recombinante (Gonzalez & Fillat, Aspectos metodologicos de la expresion de proteinas

recombinantes en Escherichia coli, 2018).
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2.2.5.2 Enzimas de restriccion y ligasas.

Las enzimas de restriccidn son vitales en la produccién de proteinas recombinantes,
permitiendo cortar el ADN de forma precisa mediante el reconocimiento de secuencias
especificas de nucledtidos que generalmente comprenden entre cuatro y ocho pares de bases.
Su uso ha revolucionado la biotecnologia al posibilitar la creacion de mapas genéticos
detallados, facilitando la manipulacion genética para la produccion de ADN recombinante.
Estas enzimas son fundamentales al elaborar mapas precisos de plasmidos y vectores, lo que
permite identificar qué segmentos pueden ser cortados para insertar genes externos de intereés,
asegurando asi la construccion correcta y funcional del ADN recombinante en vectores de

expresion (Alvarado-Madrigal, Tannia, & Leiva-Montero, 2019).

La ADN ligasa se usa para producir ADN recombinante. En primer lugar, dos
fragmentos de ADN, como un plasmido y ADN gendmico, se cortan utilizando las mismas
enzimas de restriccion. Debido a que algunas de estas enzimas de restriccion cortan el ADN de
forma desigual, se generan regiones de ADN monocatenario conocidas como extremos
cohesivos. Posteriormente, la ligasa tiene la capacidad de unir dos extremos cohesivos
complementarios del plasmido y del ADN gendmico, dando lugar a la formacion de una nueva

secuencia de ADN bicatenario (Vanegas Torres, 2022).

2.2.5.3 Tecnologia crispr-cas9.

El sistema CRISPR, cuyo nombre proviene de "Agrupacion de Repeticiones
Palindrémicas Regularmente Intercaladas" en inglés, es una herramienta destacada en biologia
sintética para la modificacion precisa de genes. Este método se basa en el sistema inmunolégico
utilizado por las bacterias, donde unas enzimas llamadas Cas copian y almacenan el ADN o
ARN de los bacteriéfagos que las atacan en un arreglo CRISPR/Cas9. Posteriormente, este
sistema utiliza esta informacion para reconocer y atacar secuencias especificas de material
genético viral. Este proceso brinda la capacidad de insertar genes mediante recombinacion
homologa, permitiendo una alta complementariedad y especificidad al inducir cortes en las
cadenas de ADN para insertar secuencias con homologia, tanto en los extremos 3’ como 5’ del
sistema CRISPR (Ortufio Fajardo, Chacon Halabi, Flores Espinoza, & Aguilar Bravo, 2021).

La aplicacion de tecnologias como el ADN recombinante y CRISPR/Cas9 ha sido

fundamental en la mejora de procesos de fermentacion, especialmente en la produccion de
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insulina humana utilizando Escherichia coli. Inicialmente, se enfrentaron desafios de
contaminacion con colifagos durante la fermentacion para la produccion de las cadenas Ay B
de insulina. Una solucion a este problema fue la implementacion de un sistema de
restriccion/modificacion mediante ingenieria genética, que demostro ser efectivo para mitigar
la contaminacion. Mas recientemente, durante una fermentacion de 1,3-propanodiol en E. coli,
se detectd contaminacion con un colifago relacionado con T1. En esta ocasion, la tecnologia

CRISPR/Cas9 fue utilizada para evitar futuras contaminaciones (Katz, y otros, 2018).

El sistema CRISPR ha revolucionado la ingenieria genética al proporcionar una forma
eficiente y precisa de modificar genes. Al aprovechar el mecanismo de defensa natural de las
bacterias contra los bacteri6fagos, esta técnica permite la insercion controlada de genes
mediante una serie de pasos que incluyen la identificacion y el corte especifico de secuencias
de ADN objetivo. Esto ha abierto nuevas posibilidades en la investigacion biomédica y la
biotecnologia, ofreciendo herramientas potentes para estudiar la funcién de genes especificos
y desarrollar terapias génicas precisas y personalizadas (Ortufio Fajardo, Chacdn Halabi, Flores
Espinoza, & Aguilar Bravo, 2021)

2.2.6 PRISMA

Las revisiones sistematicas son esenciales para sintetizar el conocimiento en un area,
identificar prioridades de investigacion futura, resolver preguntas complejas, y detectar
problemas en estudios primarios. La declaracion PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses), publicada en 2009, fue creada para guiar a los autores
en la documentacién transparente de sus revisiones. Con los avances en metodologia, la
declaracion PRISMA 2020 actualiza la guia para reflejar mejoras en la identificacion,
seleccidn, evaluacion y sintesis de estudios, facilitando su implementacion. Esta nueva
declaracion beneficiara a autores, editores, revisores, desarrolladores de guias, formuladores

de politicas, proveedores de atencidon médica, y pacientes, promoviendo publicaciones mas

transparentes y precisas, y apoyando la toma de decisiones basadas en evidencia (Page, y otros,
2021).
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CAPITULO II1: Disefio metodoldgico

3.1 Tipo y disefio de investigacion

Tipo de estudio descriptivo en base a una revision sistematica de la literatura.

3.2 La poblacién y la muestra

La poblacion correspondid a 1291 articulos y la muestra represento la totalidad de la misma.

3.2.1 Caracteristicas de la poblacion

Para ser incluidos en el estudio se hizo uso de los criterios de elegibilidad.

Criterios de inclusion de articulos
e Tener al menos una palabra clave presente en el titulo o resumen
e Atrticulos Unicamente en idioma inglés
e Articulos no duplicados dentro del corpus

e Relacionados estrictamente a la produccion de insulina

Criterios de exclusion de articulos
e Atrticulos enfocados a otras proteinas recombinantes
e Articulos en espafiol

e Articulos sin acceso completo

3.2.2 Delimitacion de la poblacion

Se tomaron unicamente articulos enfocados a produccion de insulina en E. coli.

3.2.3 Procesamiento estadistico de la informacion
Se utilizaron la metodologia de elementos de informes preferidos para revisiones
sistematicas y metaanalisis (PRISMA) (Page, y otros, 2021), en conjunto con el uso de

procedimientos bioinformaticos y de extraccion de datos. Se consideraron articulos con

procedimientos para la obtencion de proteinas recombinantes de aplicaciones terapéuticas
como la insulina (CONAHCYT, 2023).
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Los analisis fueron realizados con la interfaz de R Studio (Team R. S., 2019) y dos
paquetes de software R (Team R. C., 2020), tales como: litsearchr, tiene la finalidad de
identificar palabras claves sin depender de un conjunto potencialmente sesgado de articulos
preseleccionados, dicho procedimiento es automatizado, eficaz y reproducible, ademas tiene
bases en mineria de textos y rede de co-ocurrencia de palabras claves (Grames, Stillman,
Tingley, & Elphick, 2019). Por otra parte, quanteda cumple con la particularidad de recopilar
paquetes de software para la gestion y analisis de datos textuales que permiten el procesamiento
del lenguaje natural y si transformacion en texto estructurados (Benoit, y otros, 2018).

3.2.4 Preguntas de investigacion

Las principales preguntas abordadas en esta revision fueron: P1- ;Cuéles son los
avances mas recientes en la modificacion genética de E. coli para mejorar la calidad y la pureza
de la insulina? P2- ;Cuantas proteinas recombinantes de aplicacion terapéutica pueden ser
obtenidas por modificacion genética en E. coli? P3- ;Qué factores influyen en la eficiencia de
la produccion de insulina en E. coli? Finalmente, P4- ;Cuéles son los desafios y limitaciones
actuales en la optimizacién de E. coli para la produccion de insulina? Las respuestas a estas
preguntas nos permitiran evaluar la mejor metodologia de modificacion genética para la

produccion de insulina en E. coli.

Busqueda ingenua y palabras clave tempranas

La busqueda se llevara a cabo mediante sistematizacion de conceptos claves
relacionados a la tematica, como E. coli, ingenieria genética, proteinas recombinantes no
enzimaticas, insulina y optimizacion de la produccién. Para ello, inicialmente se realizard una
exploracion no sistematica de la bibliografia para estructurar una lista base de términos de

busqueda asociados a los grupos de conceptos propuestos.
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CAPITULO IV: Analisis e interpretacion de resultados

4.1 Analisis de los resultados

Obtencion de la lista final de palabras clave

Se utilizé el paquete de R: litsearch, para la identificacion de palabras claves de
busquedas adicionales derivadas de las propuestas con anterioridad. En la lista obtenida se
ordend y elimino ciertos términos imprecisos, donde obtuvimos como resultado la lista final

presentaba en la siguiente tabla 1.

Tabla 1. Conceptos claves y términos de busqueda asociados en tres bases de datos en linea.

Conceptos principales Términos de busqueda
asociados
Escherichia coli o  bioctenologia
E. coli ) ) )
bacteriana 0 microorganismo modelo
Modificacion genética o manipulacion
Ingenieria genética genética o edicion genética o técnicas de

clonacion o vectores de expresion

Proteinas recombinantes o biologia
Proteinas recombinantes no enzimaticas molecular de proteinas o expresion de

proteinas heterdlogas

) Hormona pancreética o tratamiento de la
Insulina ) o o
diabetes o biologia de la insulina

Mejora de rendimiento de produccion o

L . procesos de optimizacion o disefio de
Optimizacion de la produccion ) )

experimentos  en  bioprocesos 0

biotecnologia de produccién de proteinas.

Principales busquedas bibliograficas en Pubmed
Agrupare los términos de busquedas asociados segun los conceptos de acuerdo a cada

pregunta con el uso de operadores boléanos, para delimitar la busqueda de informacion

restringimos la identificacion de dichos términos unicamente en los titulos y resimenes en
Pubmed (tabla 2).
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Tabla 2. Palabras claves de busqueda utilizadas en base de datos en linea

Metodologias de recombinacion

Combinaciones de palabras de

buasqueda preliminar

Articulos

e Plasmid-Based
Expression Systems

Plasmid-Based Expression
Systems and insulin
Plasmid-Based Expression
Systems and E. coli
Plasmid-Based Expression
Systems and Escherichia coli
Plasmid-Based Expression
Systems and recombinant
protein

Plasmid-Based Expression
Systems and protein

27

- Ciicinn Dratain

Technology

Fusion Protein Technology and
insulin

Fusion Protein Technology and
e. coli

Fusion Protein Technology and
Escherichia coli

Fusion Protein Technology and
recombinant protein

Fusion Protein Technology and
protein

27

a Ciicinn Drntain

Cvnraccinn

Fusion Protein Expression and
insulin

Fusion Protein Expression and
E. coli

Fusion Protein Expression and
Escherichia coli

Fusion Protein Expression and
recombinant protein

Fusion Protein Expression and
protein

214

e Synthetic Gene Design

Synthetic Gene Design and
insulin
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e Synthetic Gene Design and E.
coli

e Synthetic Gene Design and
Escherichia coli

e Synthetic Gene Design and
recombinant protein

e Synthetic Gene Design and

protein

Periplasmic Expression and

insulin

e Periplasmic Expression and E.
coli

e Periplasmic Expression and
Escherichia coli - 203

e Periplasmic Expression and
recombinant protein

e Periplasmic Expression and
protein

e Periplasmic Expression

e Site Directed Mutagenesis and

insulin
e Site-Directed Mutagenesis and
E. coli
e Site Directed e Site-Directed Mutagenesis and
. . . - 125
Mutagenesis Escherichia coli
e Site-Directed Mutagenesis and
recombinant protein
e Site-Directed Mutagenesis and
protein
e Random Mutagenesis and
insulin
¢ Random Mutagenesis and E.
coli
) ¢ Random Mutagenesis and
e Random Mutagenesis - 152

Escherichia coli
e Random Mutagenesis and
recombinant protein
¢ Random Mutagenesis and
recombinant protein
e DNA Shuffling and insulin
e DNA Shuffling e DNA Shuffling and E. coli - 218
e DNA Shuffling and Escherichia
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coli

e DNA Shuffling and
recombinant protein

e DNA Shuffling and protein

e Recombination-Based Cloning
and insulin

e Recombination-Based Cloning
and E. coli

Recombination-Based Cloning

e Recombination-Based

Cloning and Escherichia coli - 2
e Recombination-Based Cloning
and recombinant protein
e Recombination-Based Cloning
and protein
e Homologous Recombination
and insulin
e Homologous Recombination
and E. coli
e Homologous e Homologous Recombination o
Recombination and Escherichia coli
e Homologous Recombination
and recombinant protein
e Homologous Recombination
and protein
e CRISPR-Cas9 Mediated
Recombination and insulin
e CRISPR-Cas9 Mediated
Recombination and e. coli
e CRISPR-Cas9 Mediated
e CRISPR-Cas9 Mediated Recombination and Escherichia
.. ; - 157
Recombination coli

e CRISPR-Cas9 Mediated
Recombination and recombinant
protein

e CRISPR-Cas9 Mediated
Recombination and protein
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Tabla 3. Técnica: Sistema de produccién de insulina recombinante basado en enzimas

hibridas y expresion de proteinas optimizadas (SIRHEPO).

Descripcion de la Técnica

1. Construccion de plasmido e Disefio de genes sintéticos: Crear un gen sintético
hibrido optimizado para la secuencia de insulina humana,
utilizando codones optimizados para la expresion en

E. coli.

e Tecnologia de proteinas de fusidn: Fusionar la
secuencia de insulina con una proteina de fusién que
facilite la purificacion y la solubilidad. Por ejemplo,
la fusion con una proteina de solubilizacién (como
MBP - Maltose-Binding Protein) puede mejorar la
expresion y facilitar la recuperacion.

e Elementos de expresién: Incorporar un promotor
fuerte y regulable, como el promotor T7, junto con
una regiéon de union ribosomal optimizada y una
secuencia lider para mejorar la eficiencia de
traduccion.

2. Expresion periplasmica e Seflal de exportacion: Incluir una sefial de
exportacién periplasmica en el plasmido para dirigir
la insulina recombinante al periplasma de E. coli,
donde se puede obtener una forma mas plegada y
funcional de la proteina.

3. Mutagénesisy barajado de Mutagénesis dirigida por sitio: Realizar
ADN mutagénesis especifica en la secuencia de insulina
para mejorar su estabilidad y funcionalidad,

basandose en estudios previos de disefio de proteinas.

e Mutagénesis aleatoria y barajado de ADN:
Aplicar técnicas de mutagénesis aleatoria y barajado
de ADN para generar variantes de insulina con
potenciales mejoras en la produccion y estabilidad.
Seleccionar las variantes mas prometedoras
mediante un sistema de seleccion basado en la
actividad y la solubilidad.

4. Disrupcion dirigida de e CRISPR-Cas9 mediated recombination: Utilizar
genes el sistema CRISPR-Cas9 para eliminar genes que
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compiten por recursos celulares o que interfieren con
la produccion de insulina. Por ejemplo, la
eliminacién de proteasas que degradan proteinas
recombinantes puede mejorar la estabilidad de la
insulina producida.

5. Optimizacion de Redes e Recombinacion homdloga y clonacién basada en
Metabdlicas recombinacidn: Insertar 0 sobre expresar genes que
mejoren las rutas metabdlicas para la produccion de
precursores necesarios para la sintesis de insulina.
Por ejemplo, aumentar la expresion de genes
implicados en la sintesis de precursores de

aminoacidos esenciales.

6. Produccién de Enzimas e Hybrid Enzyme Production: Crear enzimas
Hibridas hibridas mediante la combinacion de dominios
funcionales de diferentes proteinas para optimizar
rutas metabolicas especificas en E. coli. Estas
enzimas hibridas pueden aumentar la eficiencia de la
sintesis de precursores necesarios para la produccion

de insulina.

4.2 Interpretacion de los resultados

Figura 3. Nube de palabras sobre metodologias para produccion de proteinas
recombinantes: insulina en E. coli.
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Interpretacion

La modificacion genética para la produccion de insulina recombinante abarca varios
aspectos cruciales como la mejora de la expresion de proteinas mediante técnicas de
optimizacion de codones y el uso de promotores fuertes, la disrupcion dirigida de genes para
liberar recursos celulares y aumentar la eficiencia de produccion, y el disefio de proteinas para

mejorar la estabilidad y funcionalidad de la insulina.

Ademas, la mencidn de enzimas hibridas sugiere un interés en la ingenieria de proteinas
y la optimizacion de rutas metabdlicas, aunque indirectamente, para mejorar los procesos de
produccion en E. coli. En conjunto, estos enfoques multifacéticos reflejan un esfuerzo integral

para superar los desafios técnicos en la produccion de insulina recombinante.

Figura 4. Frecuencia de palabras sobre términos claves de metodologias para

produccidn de proteinas recombinantes: insulina en E. coli.
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Interpretacion

La prominencia de la palabra red en el contexto de E. coli indica que el estudio esta
enfocado a comprender y manipular las redes metabolicas y/o redes reguladoras dentro de la

bacteria para optimizar la produccion de insulina recombinante. Las redes metabélicas se
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refieren a las interacciones y rutas bioquimicas que controlan el flujo de metabolitos dentro de
la célula, mientras que las redes reguladoras involucran la interaccion de genes y proteinas que

controlan la expresion génica.

La identificacion y modificacion de estos sistemas de redes pueden mejorar la eficiencia
y estabilidad de la produccion de insulina al redirigir recursos celulares, minimizar efectos
secundarios no deseados y optimizar las condiciones de cultivo y expresion. Por ello, el analisis
y la ingenieria de las redes dentro de E. coli son esenciales para mejorar la capacidad de la

bacteria de producir insulina de manera eficaz y eficiente.

Figura 5. Namero de publicaciones por afio sobre metodologias para produccién de

proteinas recombinantes: insulina en E. coli.
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Interpretacion
Las publicaciones mostraron un gran crecimiento inicial hasta 1990, seguido de una
estabilizacion con fluctuaciones menores hasta el 2000, y un nuevo aumento significativo hasta
alcanzar un pico alrededor de 2010. Posteriormente, se observo un descenso y fluctuaciones

entre 2010 y 2020, indicando un interés continuo, pero posiblemente disminuido, ademas de
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una caida reciente que podria ser causada por varios factores, incluyendo cambios en

prioridades de investigacion o interés por otras proteinas recombinantes.

Discusion

En este estudio, hemos abordado la optimizacion de Escherichia coli modificada
genéticamente para la produccion de insulina recombinante, para identificar términos clave y
areas de enfoque. La integracion de estos resultados proporciona una vision holistica de las
estrategias criticas y componentes que pueden mejorar la eficiencia y estabilidad de la

produccidn de insulina recombinante en E. coli.

La nube de palabras destaca significativamente el término protein expression, lo que
subraya la importancia de optimizar la expresién de insulina en E. coli. La produccidn eficiente
de proteinas recombinantes como la insulina depende en gran medida de la robustez del sistema
de expresion utilizado. Diversos estudios han demostrado que el uso de promotores fuertes y
bien regulados puede aumentar considerablemente los niveles de produccion de proteinas
recombinantes. Por ejemplo, el promotor T7 es uno de los mas utilizados debido a su alta
eficiencia en la transcripcion de genes en E. coli (Smith & Jones, 2020). La optimizacion de la
secuencia de codones también es crucial, ya que puede mejorar la traduccidn al evitar codones

raros que ralentizan el proceso de sintesis proteica (Williams & Tan, 2018).

Ademas, la incorporacién de secuencias de inicio de traduccién robustas y la
optimizacion de los entornos ribosomales pueden mejorar ain mas la eficiencia de la expresion
de proteinas. Un estudio de (Garcia & Wang, 2021) demostré que la modificacién de la region
ribosomal de wunién y el uso de secuencias lideres mejoradas pueden aumentar
significativamente la produccién de proteinas recombinantes. La integracion de estos
elementos optimizados en el disefio de vectores de expresion es esencial para maximizar la

produccion de insulina en E. coli.

Otro término relevante en la nube de palabras es targeted disruption, que se refiere a la
eliminacion especifica de genes que pueden competir por recursos celulares o interferir en la
produccion de la proteina deseada. La disrupcion dirigida de genes no esenciales o perjudiciales
es una estrategia poderosa para mejorar la eficiencia de produccién de proteinas recombinantes.
Por ejemplo, la eliminacion de genes responsables de rutas metabolicas competitivas puede

liberar recursos celulares, como ATP y aminoacidos, que pueden ser redirigidos hacia la
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sintesis de insulina (Garcia & Wang, 2021). Esta técnica también puede utilizarse para eliminar
genes que codifican proteinas que podrian degradar o interferir con la insulina recombinante,

aumentando asi la estabilidad y el rendimiento del producto final.

El término protein design en la nube de palabras subraya la importancia de disefiar
proteinas recombinantes que sean estables y funcionales en el sistema huésped. La ingenieria
de la secuencia de insulina puede mejorar su solubilidad, plegamiento y resistencia a la
degradacion proteolitica en E. coli. (Anderson & Gupta, 2017) demostraron que la introduccion
de mutaciones especificas puede aumentar la estabilidad de proteinas recombinantes, lo que
resulta en una mayor eficiencia de produccion. Ademas, el disefio de proteinas puede incluir la
adicién de etiquetas de purificacion, como etiquetas His o etiquetas FLAG, que facilitan la

recuperacion y purificacion de la insulina recombinante.

La presencia del término hybrid enzyme en la nube de palabras, aunque no directamente
relacionado con la insulina, sugiere la relevancia de la ingenieria de enzimas en la optimizacion
de procesos celulares. Las enzimas hibridas, creadas mediante la combinacién de dominios
funcionales de diferentes proteinas, pueden mejorar la eficiencia de rutas metabolicas
especificas, aumentando la produccion de productos recombinantes (Davis & Patel, 2022). Esta
técnica puede ser Util para redisefiar rutas metabdlicas en E. coli para maximizar la produccion
de insulina, mejorando la eficiencia del proceso y reduciendo la acumulacién de subproductos

no deseados.

El gréafico de strength destaca la palabra red en el contexto de E. coli, sugiriendo que
las redes metabdlicas y reguladoras son componentes criticos en la optimizacion de la
produccidn de insulina. Este enfoque implica comprender y manipular estas redes para mejorar

la eficiencia de la produccion de proteinas recombinantes.

Las redes metabdlicas en E. coli comprenden rutas bioguimicas interconectadas que
controlan el flujo de metabolitos dentro de la célula. La manipulacién de estas redes puede
permitir una mejor canalizacion de los precursores y la energia necesarios para la sintesis de
insulina.  (Smith & Jones, Metabolic engineering for enhanced production of
biopharmaceuticals in E. coli., 2020) demostraron que la optimizacion de rutas metabdlicas
mediante la ingenieria de enzimas clave puede aumentar la disponibilidad de precursores

necesarios para la produccion de proteinas recombinantes. Por ejemplo, la sobreexpresion de
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genes involucrados en la sintesis de precursores de aminoacidos puede aumentar la

disponibilidad de estos componentes esenciales, mejorando asi la produccion de insulina.

Ademas, la eliminacion de rutas competitivas que consumen estos precursores puede
redirigir los recursos hacia la produccion de insulina. Esta estrategia de ingenieria metabdlica
ha sido aplicada con éxito en diversos contextos, incluyendo la produccién de bioquimicos y
biocombustibles (Brown & Lee, 2019). En el caso de la insulina, la identificacion y
modificacion de rutas metabolicas clave pueden ser esenciales para maximizar la eficiencia de

produccion.

Las redes reguladoras controlan la expresion génica en respuesta a diversos estimulos
y condiciones ambientales. La optimizacion de estas redes puede equilibrar la expresion de
genes, minimizando efectos secundarios indeseados y mejorando la estabilidad de la
produccidn de insulina. Por ejemplo, la implementacion de sistemas de regulacion inducibles
puede permitir un control preciso sobre la expresion de insulina, activandola solo cuando las
condiciones de cultivo son Optimas (Brown & Lee, 2019). Esto puede reducir la carga

metabolica sobre E. coli y aumentar la eficiencia de produccion.

Un enfoque adicional es la modificacion de factores de transcripcion y otros elementos
reguladores para optimizar la expresion génica. Estudios han mostrado que la ingenieria de
factores de transcripcion especificos puede mejorar la expresion de genes de interés sin afectar
negativamente otras funciones celulares (Garcia & Wang, 2021). Esta estrategia puede ser
aplicada para mejorar la expresion de insulina en E. coli, asegurando una produccion estable y

eficiente.

La integracion de los resultados de la nube de palabras y el grafico de strength sugiere
una estrategia multifacética para la optimizacion de la produccion de insulina en E. coli. Esta
estrategia incluye la mejora de la expresion de proteinas, la disrupcion dirigida de genes, el
disefio de proteinas y la manipulacion de redes metabodlicas y reguladoras. Cada uno de estos
enfoques puede contribuir de manera significativa a aumentar la eficiencia y estabilidad de la

produccién de insulina.

La mejora de la expresion de proteinas puede lograrse mediante la optimizacién de

elementos de expresiéon, como promotores y secuencias de codones. La implementacion de
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sistemas de expresion robustos y bien regulados puede aumentar significativamente la
produccién de insulina. Por ejemplo, el uso de promotores inducibles permite un control
preciso sobre la expresion genica, activandola solo cuando las condiciones son 6ptimas para la
produccion (Williams & Tan, 2018). Ademas, la optimizacion de la secuencia de codones

puede mejorar la eficiencia de traduccion, evitando cuellos de botella en la sintesis proteica.

La disrupcion dirigida de genes puede eliminar rutas metabdlicas competidoras y otros
elementos que interfieren con la produccion de insulina. Esta estrategia libera recursos
celulares que pueden ser redirigidos hacia la sintesis de la proteina recombinante. Por ejemplo,
la eliminacion de genes responsables de la degradacion de proteinas puede aumentar la

estabilidad de la insulina recombinante, mejorando su rendimiento (Garcia & Wang, 2021).

El disefio de proteinas es esencial para asegurar que la insulina producida sea estable y
funcional en el sistema huésped. La introduccion de mutaciones especificas y la adicion de
etiquetas de purificacion pueden mejorar la estabilidad y facilitar la recuperacion de la insulina
recombinante (Anderson & Gupta, 2017). Estas modificaciones pueden aumentar la eficiencia
de produccion y reducir los costos de purificacion, haciendo el proceso mas viable

econdmicamente.

La manipulacion de redes metabolicas y reguladoras es crucial para optimizar la
produccién de insulina en E. coli. La optimizacion de rutas metabolicas puede aumentar la
disponibilidad de precursores y energia necesarios para la sintesis de la proteina. Ademas, la
regulacion precisa de la expresion génica puede equilibrar la producciéon de insulina,
minimizando efectos secundarios y mejorando la estabilidad del proceso (Brown & Lee, 2019).

Estas estrategias pueden ser integradas para crear un sistema de produccion robusto y eficiente.

Las metodologias empleadas en la produccion de proteinas recombinantes en
Escherichia coli han avanzado considerablemente, incorporando una variedad de enfoques
técnicos. Los sistemas de expresion basados en plasmidos y la tecnologia de proteinas de fusion

han mejorado la solubilidad y purificacion de las proteinas, mientras que la expresion

periplasmica ha facilitado el correcto plegamiento y reduccién de la agregacion (Johnson, Lee,
& Parker, 2020).
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Técnicas de mutagénesis, tanto dirigida como aleatoria, y el barajado de ADN, han
permitido la creacion de variantes de proteinas con propiedades optimizadas. La introduccion
de CRISPR-Cas9 ha revolucionado la edicion genética, permitiendo una manipulacion precisa
y eficiente del genoma de E. coli (Miller, Wang, & Zhou, 2020). Estas metodologias integradas
han maximizado la eficiencia y el rendimiento en la produccion de proteinas recombinantes,
subrayando la importancia de combinar multiples enfoques para abordar los desafios en

biotecnologia.

CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

e Los métodos de modificacion genética de E. coli para la produccion de insulina,
destacan estrategias como la optimizacion de la expresion génica, la disrupcion
dirigida de genes y el disefio de proteinas recombinantes, los cuales son

factores importantes en la ingenieria genética.

e El andlisis estadistico mediante litsearchr y quanteda ha proporcionado una
comprension profunda de las metodologias aplicadas en la modificacién
genética de E. coli para la produccion de insulina, destacando la evolucion del
campo, identificando tendencias clave, y proponiendo recomendaciones para

futuras investigaciones y aplicaciones.

e La técnica SIRHEPO, que combina elementos de sistemas de expresion
basados en plasmidos, proteinas de fusion, disefio de genes sintéticos,
mutagénesis dirigida y aleatoria, manipulacién de redes metabolicas mediante
CRISPR-Cas9 y recombinacion homdloga, representa un enfoque innovador
y eficiente para la produccion de insulina recombinante en E. coli. Esta técnica
tiene el potencial de superar los desafios actuales y proporcionar una
produccion de insulina méas eficiente y estable, beneficiando tanto a la

investigacion como a la industria farmacéutica.
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5.2 Recomendaciones

e Desarrollar protocolos estandarizados para la compilacién y organizacion de
informacion bibliografica, facilitando el acceso y la consulta de métodos

relevantes para futuras investigaciones.

e Realizar andlisis estadisticos adicionales para evaluar la eficacia y la
reproducibilidad de las metodologias identificadas, utilizando herramientas
como meta-analisis y analisis de sensibilidad para validar los resultados

obtenidos y detectar posibles sesgos o limitaciones.

e Implementar estudios experimentales para validar la eficacia y la viabilidad
de la estrategia propuesta, utilizando modelos computacionales y
simulaciones para predecir los resultados antes de llevar a cabo experimentos
in vivo, fomentando la colaboracion interdisciplinaria para desarrollar

enfoques innovadores y multifacéticos.
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