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Introduccion

La diabetes mellitus se define como una enfermedad endocrino-
metabdlica caracterizada por hiperglucemia crénica 'y
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grascas, y
proteinas; puede deberse a una deficiencia en la secrecion de
insulina, resistencia a la accion de ésta, 0o una combinacion de
ambas®.

Las cifras a nivel mundial en el nimero de casos estan en
aumento ya que el afio 2015 se calculd que existian en el mundo
415 millones de personas afectadas por diabetes mellitus, y se
calcula que esta cifra aumentard a 642 millones para el afio 2040.
México, en el afio 2015 se colocd en el lugar nimero 6 a nivel
mundial con una cifra de 11.5 millones de personas afectadas y
se estima que éstaaumentaré a 20.6 millones para el afio 20402,

La investigacion para tratamiento de esta enfermedad se enfoca
en la bisqueda de nuevos farmacos de origen natural asi como
bioldgicos, ademas de buscar nuevas formas farmacéuticas para
administracién mas sencilla y que sea aceptada por el paciente ya
que esto ocasiona una falta de apego al tratamiento, el ejemplo
mas comin se tiene en el uso de la insulina en el cual las
inyecciones constantes provoque un rechazo de este por el
paciente y una consecuente alteracion metabélica que pueda
desencadenar complicaciones en un futuro. Lo anterior abre la
oportunidad para el uso de las bacterias acido lacticas para
utilizarlas como un medio de transporte de farmacos, ya que
anteriormente han sido utilizadas con este fin.

Parte experimental

Para la realizacién de los distintos protocolos de extraccion se
utiliz6 la cepa de lactococcus lactis subsp. Cremoris MG1363 la
cual porta el plasmido pLB333, utilizando cloranfenicol como
marcador de seleccion. El primer método que se utilizo fue
proporcionado por la compariia MoBiTec (2015)3. Por dltimo se
empled el protocolo establecido por Langella et al (1993)
modificado. Se verifico la extraccion de ADN plasmidico
mediante una electroforesis con gel de agarosa al 1% usando
buffer TAE 1x (Tris, acetato y EDTA), el colorante Blue gel,
ademas del marcador de peso molecular con lo cual se espera
observar una banda en aproximadamente 3330 pares de bases
(pb). Se corri6 a 120 V durante 30 minutos?, con se espera la
visualizacion del plasmido

Resultados y discusion

Los resultados de la electroforesis de los 2 protocolos realizados
mostraron que las muestras obtenidas por el método de
MoBiTec presentaron una amplia degradacion de las bandas, lo
anterior probablemente debido a la ausencia de potentes agentes
oxidantes puesto que se tratade una variante de los métodos de
lisis alcalina. En contraparte con el método de Langella que lleva
entre los componentes del protocolo RNasa A la cual ayuda a la
remocion de los restos de RNA que a su vez dificultan la
visualizacion de las bandas en los geles, ademas del empleo de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, el cual al precipitar las
proteinas, lipidos y restos celulares y el empleo de 2 lavados con
etanol al 70 % (para eliminar la mayor cantidad posible de sales),
mostraron una mayor eficacia en la obtencion del ADN
plasmidico, al observar bandas nitidas y robustas sin rastros de
degradacion aparente®.

Conclusiones

Se logr6 la extraccion de DNA plasmidico mediante el método
Langella et al (1993) modificado, mostrando bandas totalmente
nitidas sin presencia de degradacién. Este método a pesar de
que conlleva un mayor tiempo y manipulacion del DNA en
comparacion con el sugerido por MoBiTec (2015) fue el que
mostré un mejor resultado.
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