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I. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una afeccidn de todas las edades,
pero de comienzo mds frecuente en la cincuentena, interviniendo -
on su etiologia un fuertc factor hereditario. Es una enfermedad -
crénica, caracterizada principalmente por una elevacidén de la -
glucosa en la sangre. Los desdrdenes metabdlicos presentes en la
diabetes, dependen de una deficiencia absoluta o relativa de insu-

lina.

Por el aumento de la frecuencia de la enfermedad en la -
poblacidén general, se ha considerado que la diabetes mellitus es -
un problema de salud piiblica. En el tratamiento de la misma, se -

cuenta con los siguientes procedimientos terapéuticos:

a) Educacién del enfermo
b) Dieta

¢) Férmacos hipoglucemiantes

La insulina es la hormona hipoglucemiante del pdncreas, -
descubierta por Banting y Best, (6) y producida por las células be
ta de los islotes de Langerhans.

En México, toda la insulina utilizada en el tratamiento de
la diabetes es importada, y corresponde a la insulina obtenida a -
partir del pdncreas de ganado porcino y bovino principalmente. Ac-
tualmente, se ha iniciudo la explotacidén de una nueva fuente de la

hormona, que constituye el primer ejemplo de un producto clinicamen
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te dtil obtenido de la tecnologfa del ADN recombinante. La insulina
humann biosintética representa un ejemplo de la aplicacién de la -
biotecnologia. La ventaja esencial de la nueva insulina, purece ser
su fuente potencialmente ilimitada. La disponibilidad de la hormona
allana la posible carestia de insulina, que ha side visualizada en
el futuro, debido al nimeroc creciente de individuos diabéticos en

el mundo.



IT. GENERALIDADES

La diabetes mellitus estd caracterizada principalmente por
una elevacién de la glucosa en la sangre. Egsta alteracidn del meta
bolismo de los hidratos de carbomno, origina en forma concomitante
un defecto en la utilizacidén de las proteinas y de las grasas. (1).

La deficiencia absoluta o relativa de insulina puede ser -
debida a una preduccidén disminuida de la hormona por el pdncreas,

o bien a la existencia probable de antagonistas de la misma, que -

disminuyan sus efectos.

Durante la dltima década, se observd la falta de uniformi-
dad y consistencia en la definicidn de la diabeles y otras etapas
de la intolerancia a la glucosa, se vid que era necesario desarro-
llar une terminologia apropiada, uniforme y funcional en la clasi-
ficacién de la diabetes, que reflejara los conocimientos contempord
neos que se tenian acerca de la enfermedad. El trabajo se desarrolléd
en los Estados Unidos (2}, y la nueva clasificacidn ha sido aceptada

por la Organizacién Mundial de la Salud.
La clasificacién propuesta incluye tres clases clinicas:
a) diabetes mellitus
b) tolerancia d€bil a la glucosa

c) dinbetes gestacional

La clage diabetes mellitus se ha dividido en tres tipos -



distintos:

Tipo I. Diabetes mellitus insulino-dependiente. Es cldsico que este
tipo de diabetes se¢ presente en jévenes y por ello fué antes Ilama-
da diabetes juvenil. Sin embargo puede regonocerse por primera vez

a cualquier edad, de aquil que el diagndstico basade en la edad 65 -

inapropiado.

Tipo 1I. Diabetes mellitus no dependiente de la insulina, que ha si-
do dividida de acuerdo a la presencia o ausencia de obesidad en el
paciente. Aunque lu mayoria de estos individuos desarrollan la en -
fermedad después de los cuarenta afies, la diabetes tipo II puede -
presentarse en personas jévenes que no requieren insulina. En con-
secuencia, de nueve no se recomienda la edad como criterio para cla

sificar & un paciente.

Se considera como una tercera subclase de la diabetes melli

tus los tipos de diabetes causados por otras condiciones y sindromes.

Como se menciondé anteriormente, por el aumento de la frecuen
cia de la enfermedad en la poblacidn general, se ha considerado que
la diabetes mellitus es un problema de salud piblica. La Organizacién
Panamericana de la Salud, (3) reporta que debido a problemas de cer-
tificacién de las causas de defuncién y a la ausencia de datos sobre
causas miltiples, las tasas de mortalidad por esta enfermedad descri
ben la situacidn sélo parcialmente. En el afio mds reciente sobre el
que se dispuso de datos, la diabetes mellitus fué la sexta causa -

mds frecuente de defuncidn en Amériea del Norte.
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La comparacidn de la mortalidad debida o esta enfermedud,
con la ocasionade por otras causas en 1970 y alrededor de 1979 in-
dica que ¢l porcentaje de defunciones por diabetes mellitus perma-

necid mis o menos consbante en lu mayoria de los paises, en un va-

2

lor de 1 a 2.5 %

Lo figura 1 presenta la distribucidn de defunciones por es
te padecimiento en personas de edand mediana, en ambos sexos, c¢n on
ce paiscs seleccionados. Bn el aifio de 1976, en México sc registra-

ron las defunciones por esta enfermedad, citadas en la tabla 1.

EDAD HOMBRES MUJERES
‘Todas las edades 5156 6542
Menores de 5 25 27
5 a 14 21 28
15 a 24 42 63
25 a 34 144 91
35 u 44 335 241
45 a 54 820 764
55 a 64 1195 1392
65 a T4 1454 2099
75 y mds 1084 1083
Desconocido . 36 34

Tabla 1. MNimero de defunciones, por diabetes mellitus, en

México en 1976. (3)
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Los sIntomas principales de la diabetes son : la poliuria,
(orina abundante), polidipsia (sed e ingestién exagerada de 1i-
quides, ), polifagia (apetito e ingestidén alimentaria excesiva ),
hiperglucemia, glucosuria y adelgazamiento, siendo el sindrome -~
mds temible resultante de los trastornos metabélicos el de acido-

8is y coma diabético, que puede ser mortal. (4)

La enfermedad fué descrita desde tiempos muy antiguos, pe-
ro el padecimiento era completamente misterioso e inexplicable. Si-
glos después, en 1889 Von Mering (5) demostré que la diabetes me-
1litus podia inducirse experimentalmente por extirpacidn del pdncreas.
En 1900 Schulze y Ssobolew (6) afirmaron que la substancia pancred-
tica responsable de la disminucidén del nivel sanguineo de azicar se
formaba en las células de los islotes de Langerhans y por esta ra-
zén a la gubstancia desconocida se le 1lamé insulina. Hacia 1920 se
logré la extraccidén de la insulina del péﬁcreas(7). El aislamiento
de la insulina pura se realizé en 1926 (8) y la determinacidn de su

constitucién en 1955 (9).

Los f4rmacos hipoglucemiantes que se aplican esencialmente

en el tratamiento de la enfermedad comprenden:

I. La insulina

II. Los hipoglucemiantes sintéticos



La Insulina.

La insulina es la hormona hipoglucemiante del pdncreas, -
descubierta por Banting y Best {7) y producida por las células be-
ta de los islotes de Langerhans.

La estructura primaria o secuencia de los aminodcidos:en el
esqueleto covalente de la hormona se muestra en la figura 2. La in-
sulina es una protefna, constituida por dos cadenas polipeptidicas,
la cadena A o glicflica (posee el aminodcido glicinna en un extre-
mo), y la cadena B o fenilalaninica (posee el aminodcido fenilala-

nina en un extremo), con 21 y 30 aminodcidos respectivamente.

La estructura posee tres puentes disulfuro, dos intermole-
culares entre ambas cadenas, y uno intramolecular en la cadena A.
El peso molecular de la insulina bovina es de 5733. La estructura
estérica de la molécula de insulina estd determinada principalmen~-
te por las posiciones de los puentes disulfuro. Debe seflalarse que
estas uniones son esenciales, ya que la ruptura de dichos enlaces

por reduccién suprime la actividad de la hormona (10).

Se acepta que la insulina, como todas las proteims se sin-
tetiza a nivel de los ribosomas de las células beta a partir de los
aminodcidos respectivos, siendo un paso previe importante la forma-
cidn de un precursor insulinico, la proinsulina (Fig.AB), que es un
polipéptido en forma espiralada, formado por 84 aminodcidos y que se
desdoble por accidén de una enzima proteolftica intracelular en insu-

lina y el péptido conector C. (Fig. 4)

La insulina formada en las células beta se almacena en las
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FIG, 2° ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA INSULINA BOVINA
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mismas y es liberada a la circulacidén junto con pequefins cantidades
de proinsulina, que es inactiva, pero puede activarse a nivel de -~

los tejidos por proteolisis.

Se han encontrado diferencias en la composicién de aminodci
dos de las cadenas A de insulina de buey, oveja, y cerde, {(11); las
diferencias se presentan en la regidn A8—10 . Las diferencias entre
las insulinas aumentan con el aumento de la difercncia filogendtlica

entre las especies. (Pig. 5)

En cuanto & los tipos de insulina utilizados en ¢l tratamien
to de la diabetes, se puede decir que el procedimiento de extraccidn
més sencillo a partir del pdncreas de vacuno o porcino proporciona
una solucién de insulina amorfa, (31), que puede ser purificada y -
cristalizada mediante el agregado se sales de zinc, dando el prepa-
rado utilizado clinicamente. A partir de esta insulina se ha conse-
guido una serie de preparados que se diferencfan escencialmente por
la rapidez y duracidén de su accidén, lo que estd en relacidn con su
mayor o menor solubilidad, que a su vez condiciona la absorcidén por

via parenteral:

a) Insulina. As{ se denomina a la insulina zinc cristalizada, o in-
sulina corriente, soluble y de accién rdpida ycorta.

b) Insulina zinc protamina. Be obtiene por el agregndo de pequefias
cantidades de cloruro de zinc a una suspensidn de insulina com-
binada con protamina. Es una suspensidén insoluble de accién pro
longada.

¢) Insulina NPH (31). Es una insulina zinc protamina modificada.

Es una suspensidén de accidén intermedia entre las dos anteriores.



INSULINA  HUMANA

CADENA A g s . :
’ wy | b My
Gly-IIeu-Val—Glu-Glu-Cya-Cye-Thr-Ser—IIeu-Cya-Ser-Leu-Tyr-Glu-Leu—Glu—Asp-‘I‘yr-?a-Asp-NHz
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My ' '
Phe~Val~Asp~Glu-His-Leu~Cys~Gly-Ser-His~Leu~-Val-Glu-Ala-Leu~-Tyr-Leu-Val~Cys-Gly~Glu-Arg-Gly-Phe~Tyr-Thr-Pro~-Lys-Thr
3 . ' . - 29 30
|
ORIGEN CADENA A . CADENA B :
4 8 9 10 3 29 30 L
. |Hombre Glu Thr Ser ITeu Asp(NHz) Lys Thr
Cerdo Glu Thr Ser Ileu Asp(NHz) Lys Ala
Egperma de
bellena Glu Thr Ser Ileu Asp(NHZ) Lys Ala
Bovino Glu Ala Ser Val Asp(NHZ) Lys Ala
" {Ovino Glu Ala Gly Val Asp(NHZ) Lys Ala
Caballo Glu Thr . Gly Iieu Asp(Nﬁz) Lys Ala
Conejo’ Glu Thr Ser Ileu Asp(NH) Lys Ser
Perro Glu Thr Ser IIeu Asp(NHZ) Lys Ala
Rata 1 . Asp Thr Ser 1leu Lys Lys Ser
Eata 2 Asp Thr Ser 1leu Lys Met Ser

FIG, 5 TFORMULAS ESTRUCTURALES DE INSULINAS DE MAMIFEROS (12)
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d) Suspensiones de insulina zinc (insulines lentas). Son de -~
accidn mis prolongadn que la insulina corriente, pero sin el

agregado de ninguna substancia protéica.

Bn México, se encuentiran en el mercado (13), bajo la marca
Eli Lilli, preparados de los cuatro tipos de insulina. A continua~

cién se indica la duracidn del efecto de cada una.

TIPOS DI INSULINA EN EL MERCADO DE MEXICO
Simple Rdpida 5-7 1
NPH Intermedia 24-28 14
Protaming Zinc | Prolongada 36 19
Lenta Intermedia 24-28 14

* Por via subcutdnea (4)

La accién fundamental de la insulina es provocar una dis-

minucidn de la glucemia por los siguientes modos principales de -

accidne

o) Facilita el catabolismo, o sea la oxidacién de la glucosa en -
los tejidos, especialmente miscule o tejide adiposo.

b) Estimula la formacidén de glucdgeno hepdtico y muscular.

¢) Acelera la transformacién de la glucosa en grasa.

d) Disminuye la Pormacién de glucosa a partir de protefnas en el
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higado.
e) Inhibe la transformacién del glucégeno hepdtico en glucosa.
£} Disminuye sl desdoblamiento de la grasa en el tejido adiposo.

g) Estimula la sintesis protéica en el misculo principalmente.

En pacientes pancreatectomizados (por cdncer), la diabe-
tes producida es controlada por pequeilas dosis de insulina, 30 a
50 U.I. diarias; en la diabetes espontdnen, son necesarias muchas
veces dosis superiores, lo que s¢ debe a la presencia de un exceso
de antagonistas de la insulina. En algunos pacicentes diabélicos es
necesaria la utilizacidén de grandes dosis de insulina para su con-
trol. Se acepta actualmente que la insulino-resistencia se debe -
esencialmente & la aparicién de anticuerpos insulinicos en el plas-
ma sanguineo. Se describen tres antagonistas en el plasma (4): uno
estd unido a la fraccién sinalbimina, que inhibe la accién de la -
insulina en el misculo. Un segundo antagonista se encuentra en la
fraccidén o4-globulina y otro se halla en la fraccidén o¢gFglobulina.
Los anticuerpos insulinicos aparecen por administracidén de insulina
(generalmente bovina o porcina) y se encuentran en la fraccién -

W-globulina.

Los resultados que ha dado el uso de la insulina en el tra-
tamiento de la diabetes mellitus han sido magnifices. Cuidadosas -
estadfsticas muestran un aumento del promedio de vida en més de 20
afios desde el comienzo del uso de la insulina, y demuestran que an-
tes del empleo de lo misma, el 63.8 % de los diabdticos morian en

coma, mientras que actualmente no alcanzan el 1 %, (30)
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Hipoglucemiantes Sintéticos.

Estos medicamentos Lambién se denominan agentes hipogluce-
miantes orales, debido a que son actives por via oral, a diferen-
¢ia de lo insulina que sélo to es por las vias parenterales., La -
utilidad de este grupo es evidente exn el tratamiento de la diabe-
tes mellitus, que muchas veccs requierc el ompleo de inyecciones -
rvepetidus de insulina. 5S¢ lrats de fdrmacos sintéticos y que correg

ponden a dos grupos:

o) Derivados de la sulfonilurca o sulfonilureas

b} Derivados de la biguanida o biguanidas

La administracién de los dos tipos de medicamentos provoca
un descenso de lo glucemia que depende de la dosis administrada, pe
ro que nunce ¢s muy intenso. Los fdrmacos son mucho menos potentes
que la insuligna.

Bs importante mencionar que para gue las sulfonilureas pro
‘duzcan sus efectos, es necesaria la presencio de insulina en el or-
ganismo, asi, son inactivas en log animales y sujetos pancreatecto-
mizados y en la diabetes grave por aloxano, (destruccién de las cé-
lulas beta que producen la insulina). Por otra parte, la accidn de
lo insulina es reforzada por las sulfonilurecas. {4)

A pesar del uso tan extendido de los hipeglucemiantes ora —

les, la insulina sigue siendo utilizada como piedra de base en el

tratamiento de la diubetes.
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Una nueva fuente insulinica.

En México, toda la insulina utilizada en el tratamiento de
la diabetes mellitus es importada, y corresponde a la insulina ob-
tenide a partir del pdncreas de ganado porcinoe y bovino principal-
mente., Actualmente, se ha iniciado la explotacidn de una nuevay -—-
fuente de lw hormona, que constituye el primer ejemplo de un pro-
ducto clinicamente Gtil oblenido de la tecnologia del ADN recombi-~
nante.

Lo insulina humana biosintética, (INB), representa un ejem
plo de la aplicacién de ln Biotecnologfa (15). La Ingenieria Gené-
tica es una metodologia de la biologlia molecular gue se ocupa del
aislamiento, multiplicacidn {(amplificacién) y modificacidén dc genes
para su estudio y aprovechamiento. £1 gran avance de la microbiolo-
gia industrial ha enmpezndo a lograr la construccidn de microorganis

mos programados genéticamente para fabricar un producto determinado.

Los primeros pasos empezaron hace mis de 100 afios, con el
aislamiento y desarrollo de bacterias y hongos que intervenian en =~
laformacidén de productos wdtiles. Después, con el descubrimiento de

las mutaciones y su induccién por rayoes X a partir de 1927.

Hacia mediados de los afios 40, se produjeron otros avances
que permitieron reordenar la informacién genética por medio de la
recombinacidén de genes de dos o mds organismos.

Eé el afio de 1973 se anuncié la realizacidn de experimentos
con ADN recombinante y clonacidén moleculsr. Se disefiaron técnicas
de ingenieria gendética que permitfan transferir genes de un origen

a algin otro microorganismo.
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En la recombinacién de ADN se rcordenan los genes, o partes
de los genes, y s¢ agrupa en un mismo individuo la informacidn ge-
nética de dos o mds organismos. Se produce recombinacién homéloga
cuando cromosomas bacterianos o eucaridticos que poseen secuencias
de bases de ADN similares se rednen por un procese de apareamiento,
¢ intercambian los segmentos correspondientes mediante la rotura y

ensamblaje de ADN,

En tanto que la recombinneidn homdloga permite un intercam-—
bio de segmentos de ADN, otras Lormas de recombinacidén afiadern nuevo
ADN al que yo posec el microorganismc. Uno de estos procedimientos
es el de la transferencia dd pldsmidos. Los pldsmidos son pequeiias
moléculas circulares de ADN extracromosémice, presentes en las bag
terias, capaces de replicacién auténoma en la célula y heredables
por las células hijas. Algunos pldsmidos codifican estructuras que
inducen al apareamiento entre bacterias, determinando asi su pro-
pia transferencia; pero también pucden transferirse de una bacteria
a otra mediante un bacteridfago. Asimismo, el ADN plasmidico desnu~

do, liberado de la célula huésped por rotura puede entrar en una nue

va célula, este proceso se llama transformacién.

Le capacidad de‘aislar ADN plasmidico de un culbive e indu-
cir su incorporacidn en otro, coustituye el fundamento de la mayo ~
ria de las manipulaciones del ADN recombinante. Uno o varios genes
pueden empaelmarse en un pldsmido, y luego introducirse éste en un

nuevo huésped microbiano, funcionande asi el pldsmido como vector.

Entre las aplicaciones de esta técnica la mds conocida es



la produccidn por un microorganismo de una proteina que éste no -

sintetiza normalmente, como una enzima o una hormona. (18)

Con el nacimiento de lu ingenierfia genética, la industria
farmacéutica ha adquirido gran potencialidad. Desde una perspecti
va comercial y c¢linica, los antibidlicos constiiuyen la clase mds
importante de fdrmacos que se obtiene de los microorganismos; ac-
tualmente estos suministran tambidn vitaminas, hormonas humanas,

alealoides, firmacos antitumorales e interferdn.

El primer péptido humano obtenido asi fué la hormona lipo
taldmica somatostatina, utilizando como receptor la bacteria  --~

Iischerichin coli. La somatostatina fabricada por E, coli es idén-

tica a la hormona natural humana, siendo la produccidn de 10 000

moléculas de somatostatina por célula. .

Agimismo, se han usado técnicas para la sintesis bacteria
na de insulina {insulina humana biosintética INB), La insulina -~
utilizada corrientemente en la terapia de la diabetes mellitus, -~
tradicionalmente se ha extraido del pdncreas de ganado bovino y =
porcino principalmente. Dicha insulina difiere ligeramente en su
sccuencia de aminodcidos de la insulina humana, ¥ aunque la mayo-
ria de dichas insulinas controlan los principules sintomas del -~
diabético, no impiden efectos secundarios, como deterioramiento -
renal y de la retina, ademds algunos diabéticos son alérgicos a -

las hormonas animales por ser proteinas extrafas. (4,16)

Si la insulina humana fabricuda por bacterias fuera capaz
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de contrarrestar estas anomalias, dicha insulina ocuparia un lu-
gar preferonte en el mercado mundial de la hormona, que se estima
en unos 200 millones de délares (1981). Si se puede clevar el ni-
vel de produccidén de la proteins hasto ol de los demds procesos -
insulina purificade en 2000 I de caldo fermentetive. Para obtener
une cantidad equivalenic de hormona animal se necesitarian mds de

700 kg de gldndulas pancrediicas.

En 1981 se¢ publicaron numerosos estudios que comparan la
IHB por Eli Lilly con las otras insulinas presentes en el merca-
do y.que son de origen animal, E1 desarrolloe de lo IHB representa,
como se ha mencionado, el primer cjemplo de un producto clinica -
mente til, obtenido de la tecnologia del ADN recombinante. Lo -
insulina bacteriana ha sido sometida a estudies in vitro, in vivo

yvelinicos. (16)

Diversos ecstudios indican que la IHB es quimica y fisica-
mente equivalente a la insulina humana pancredtica y biolégica -
mente equivalente cn varios sistemas bioquimicos y animales, a la
insulina humana pancredtica y a la preparacidén estdndar de insu -
lina porcina. La potencia bioldgica (disminucidén de glucosa plas-
mitica) de la hormona humana se ha comparade con la‘presentadu -
por la IHB; aunque estudios iniciales de laboratorio indican poca
diferencia entre la potencia intrinseca del preducto bacteriano y
de la insulina porcina purificada, (IPP), ciertos estudios clfni-
cos sugieren la posibilidad de una diferencia in vivo en”la poten-

cia (16). E8tudios farmacocinéticos realizados en sujetos demues-
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tran que la IHB es absorbida de la inyeccidén subcutdnea mds rdpido
que las insulinas de origen animal. Asimismo, comparada con las -
insulinas animales, la biosintética baja el nivel inicial de glu-
cosa sanguinea mucho mis rdpido. Por olra parte, los efeclos la-
torales inmunoldégicos en la terapia con insulina son causados -
principalmente por diferencias de especie entre la hormona huma-
na y la bovina y porcina. El desarrollo de la TIHB constituye una
ayude para evitar la alergia a la insulina, la resistencia y la

lipodistrofin. (16)

Le ventaja esencinl de la nueva insulina parece ser su -
fuente potencialmente ilimitada. La disponibilidad de la hormona
allana la posible carestfia de insulina, que ha sido visualizada
en el futuro, debido al ndmero creciente de individuos diahéticos

en el mundo.

La insulina humana producida por Eli Lilly & Co., usando
las técnicas de ADN recombinante, ha sido aprobada por la FDA -
para su use en humuﬁos (17). Recibe el nombre de humulina. Su -
uso se aprobd en Inglaterra en septiembre de 1982 y en los Esta-
dos Unidos en diciembre del mismo aflo. Lilly estima que el costo
diario promedio de la humulina para un paciente es de 50-55 cen-
tavos de délar, en comparacién con 28-35 centavos de la insulina

bovina~porcina y de 44-52 centavos de la porcina purificada.
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III, ANTECEDENTES

Aqui misme, en México, un grupo de personas en el Insti-
tuto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, han trabajado pa-—
ra obtener la IHB utilizando la tecnologfa del ADN recombinante,
y la importancia del proyecto radica no sdlo en la produccidn de
la hormona en el laboratorio, sino también, en lu optimizacidn -
de las condiciones del proceso, que permitan el cescalamiento del

mismoe a nivel industrial.

Las cadenas A y B de insulina humana fueron clonadas en -
E. coli a partir de genes quimicamente sintetizadoes (18). Asi, en
el proceso normal de purificacién de la cadena A de la hormona, -~
se tiene una cepa (MX614 pBR 213) de la bacteria E. coli que ha -
sido modificada genéticamente para que sea capaz de producir una
proteina hibrida A -galactosidasa-cadena A de insulina. Esta pro-
telna tiene en su extremo carboxilo el péptido A de insulina, se-
paredo de la g-galactosidasa bacleriana por un residuo de metioni
na. En el procedimiento habitual, la proteina hibrida formada de-
be ser extraida de la célula y tratada con bromuro de cianégeno,
que corta las proteinas en los residuos de metionina. Como ningu-
na de las cadenas de insulina,‘(en este caso la cadena A), contie
ne metioninas en su configuracién, el tratamiento con bromuro de
ciandgeno liberard los péptidos intactos al rompe} el residuo que

los une a la p-galactosidasa.

Las cadenas as{ obtenidas, son posteriormente purificadas
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para luego proceder a la reasociacidn de las mismas y obtener la

hormona activa.

Ahora bien, en este trabajo se plantea un posible método
de purificacion de la proteina hibrida antes de somoterla al tra-
tamiento con bromurce de ciandégeno. Es decir, en el procedimiento
de extraccidn, se obtiene por solubilizacidén selectiva una frac -
cidn enriguecida con la protefna hibrida, que puede utilizarse
con dos objetivos: uno de ellos es ir avanzando cn el rompimien-
to con bromuro de ciandgeno, sin que la protefna hays sido puri-
ficada. E1 otro consiste en separar la proteina bhibrida A del -~
resto de las protefnas celulares, con objeto de obtener un menor
nimero de contaminantes en el tratamiento de ruptura y facilitar

asf{, la purificucidén de la cadena A.

Actualmente la bioquimica cuenta con numerosos métodos

que permiten separar y caracterizar mezclas de substancias. La

f

eleccidn de la técnica frecuentemente estd determinada por las

'

caracteristicas fisicas y quimicas de la muestra, su cantidad, y

el grado de purificacién requerido.

Cromatografia en Gel.

La cromatogrdfia en gel es un método de cromatografia 1{-
quida que separa moldéculas principalmente de acuerdo a sus dife -
rencias en el tamafio molecular. Ya que los tamafios de moldculas

como proteinas, deidos nucldicos y carbohidratos difieren consi -
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derablemente, la cromatografia en gel resulta dtil en la separacién
de mezclas complejas de estas substancias, El método analitico -
recibe tambidn otros nombres: cromatografis de permeacidén en gel,

crometografian de exclusién, filtracidn en gel.

In la cromatografia liquida generalmente no es posible a-
signar la responsabilidad de las separaciones alcanzadas & un solo
mecanismo. Asi, en la cromatografla en gel, la separacion se.basa
fundamentalmente en el tamafic molecular, pero estd influenciada -

por otros fendmenos, como intercambio idnico o adsorcidn.

En este método, las particulas del gel, que poseen una -~
estructura de matriz porosa, como esponja, de dimensiones contro-
ladas, se equilibran en un disolvente apropiado y luego se empa-
can en una columna cromatogrdfica. La muestra, que consiste en -
una mezcle de substancias que difieren en sus dimensiones molecu-
lares, se aplica sobre la superficie del lecho, se agrega luego -
el eluyente de modo que la muestre va percoldndose a través del -

lecho. (Fig. 6)

Conforme le elucidn procede, las moléculas que son dema-
siado grandes para entrar en les poros de la matriz del gel, pa-
san rdpidamente por el lecho en el espacio que rodea las particu-
las del gel y son eluidas en una zona cercana al principio del per
fil de elucidn. Por otro lado, las moléculas gue pueden 4ifundir
por los poros de la matriz son retardadas en su migraciion a tra-
vés del lecho. E1 grado de retencidn estd inversamonte correlacio

nado con las dimensiones moleculares: por lo tanto las moléculas
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mds pequefins son las mds tardadas y por lo mismo, son las dltimas

en emerger del locho.

Existen diferentes tipos de fases estacionarias para cro-
matografia en gel; la eficiencia de la separacidn proporcionada -
por cada una estd debterminada principalmente por sus caracteristi
cas Pisicas {20). Las mds importantes de ellas son el limite de -
exclusidn, el range de f'raccionamiento, el tamafio de particula, ~

la forma de particula y lo retencidn de aguna y olros disolventes.

Las caracteristicas deseadas en el medio usado en filtra-

.. ;
cion molecular son:

1) La falte de reactividad quimica en la matriz
2} Bajo contenide de grupos idnices

3) Poro y tamafio de partficula uniforme

4) Amplio rango de tamaiio de partficula y de poro

5) Alta rigidez mecdnica

Se cuenta ahora con diferentes tipos de fases que cubren

en mayor o menor grade estas caracteristicas. Estos son:

a) Geles de polidextrdn
b) Geles de polimcrilamida

c¢) Geles de agarosa y agarosa-acrilamida

En 1968, Davison (21) estudid el comportamiento de varias

proteinas en diferentes medios de filtracién molecular. Encontré
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que muchas proteinas son completamente desnaturalizadas y separa-
das en lags cadenas polipéptidicas que las componen utilizando so-
luciones de clorure de guanidinio & mol gque contenga agentes re~-
ductores. (22). Bajo estas condiciones, las cadenas adoplan una

configuracidn parecida a un enrollamiento al azar. ASI, las cade-
nas polipeptidicas de pesos moleculares desde 2000 a 1000 000, -
pueden ser eluidas de colwnnas de agarosa al 6 % y sepuradué de -

acunerdo o su peso molecular.
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IV, OBRJETIVO

En este trabajo se pretende hacer una evaluacidn téc~
nico-econémicn del método propueste para purificar el extrac-
to que contiene la proteina hibridn pg-palaclosidasa-cadena A
de insulina, anices de someterln a la sruplura con bromuro de -
ciandgeno. Los indicadores gue se bomardin en cuentz, son ol -
gasto de bromuro de ciandgeno por miligrame de proteina tipo,

frente al gaste del proceso de purificacidn.
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V. MATERIALES

A. Equipo

1.~ Aparato de Ultrasonido MSE Soniprep 150

2.- Agitader magnético con regulador de temperatura,
Sybron  Tipo 1900

3= Centrifogoe Beckman Mod. J2-21

4.- Spectronic 21 Baush & Lomb

5.~ Potencidmetro digital Beckman Mod. 3500

6.~ Colector avtomdtico Multlirac LKB Bromma 2111

T.- Uvicord S LKB Bromma 2138

8.~ Registrudor LKB Bromma 2210

9.~ Cdmara de electroforesis Bio-Rad Mod. 220 y 221

10.- Espectrofotdmetro DU-8 Beckman

B. Heactivos

1.~ Cloruro de guanidinio

2.- p-mercaptoetanol

3.- Bolsa de didlisis (poro 12000-14000)

4.~ Reactives ﬁnra la determinacidn de proteinas por el
método de Lowry

5.~ Reactivos electroforesis

6.~ Sepharose Cl 6B-200

7.~ A-galectosidasa
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8.~ Solucidén amortiguadora de lisis (SAL), de la siguiente

composicidn:

Tris{hidroximetilanino)metano 2.42 ¢
Cloruro de sodio 11.68 ¢
Acetato de magnesio 2.145 g
A —mercaptoelancl 0.06 ml
Glicorol 5.0 ml
Apua cbp 100.0 ml

Material Bioldgicoe

Paquete celular obtenido de la cepa MXG14 pBR213

Las téenicas conocidns en ingenieria gendlica permitie-
ron obtener un gen que codifica para la B-galactosidasa, en cu
yo extremo se¢ ha unido la regién de ADN que codifica para la -
cadena A o B de insulina. La traduccidn de este mensuje genera-
rd una proteina hibrida que constard de casi toda la p-palacto-
sidasa y una de las cadenas de insulina fusionada en el extremo
carboxilo terminal de la misma por un residuoc de metioninm.

Se eligid la cepe MX614 porque no produce ninguna pro-
teina de peso molecular igual al de la P-galactosidesa, lo —-
cual es importante dade que la cuantificacidén de la protefna -
hibrida se llevard o cabo por densitometrfa del extracto celu-
lar (23). Se utilizé el medic M-9 con glucosa porque en este -

se observé una biosintesis de proteina mdxima.



VI. PARTE EXPERIMENTAL

Como fué descrito en el plantoamiento del problema, so -~
trate de evaluar el mélode propuesto de purificacidén del extracta
enriguecido de proteina hibrida A antes de someteria a la ruptura
con bromuro de ciandgeno.

ELl troubajo experimental desarrollado consta de varias . -

etapes:
1. Nuptura celular

2. Extraccidén de la proteinn hibrida A

3. Purificacién del extracto por filtracidn en.gel

1. Ruptura Celular

De la ceps MX614 pBR213 se obtuvo el paguete celular que
fue procesado a fin de obtener un extracto de proteina hibrida, -
que posteriormente fue purificado. Debido a que la localizacidn
de la proteina hibride es intracelular, es necesaria la ruptura -
celular para obtenerla en suspensién, Esta ruptura se lleva a ca-

bo por ondas ultrasénicnsy,

Con lotes anteriores se habia comprobade la eficacia de -
resuspender lus células en una solucidn amortiguadora de lisis, -
(SAL, cuya composicién se indica en la seccidén de materiales), pa
ra someterlas a la rupbura por medio de ultrasonido. La proteina

hibrida, a diferencia de algunas otras proteinas celulares, perma
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nece insoluble en estn solucién y es luepo extrafda con clorure -
de guanidinio & mol. Ahora biecn, s¢ probd la alternaliva de em -
plear en vez de esta solucidn de ruptura, una solucién de cloruro
de guanidinio 1.5 mol, y desintegrar cn cllae las células, con ob-
jeto de ver si el clorure de puanidinio n estn concentracidén lo-
graba solubilizar en mayor proeporcién otrau proteinas que se en-
cuentran en la misma suspensidn, y obtener asi, una fraccién de

proteina hibride mds libre de obras protefnus. Por esto, el paque
te celular original se dividié en dos lotes: A y B, que fueron -

tratados de diferente forma:

LOTE A. Se pesaron 40 g de células y sc suspendieron en 80 ml -
de solucidn de cloruro de¢ guanidinio 1,5 mol, hasla ob-

tener une suspensidn homogénen,

LOTE B. 5 g de células de la misma cepa se suspendieron en 10 -
ml de solucidn amortiguadora de lisis (SAL), hasta obte

ner una suspensidén homogénean.

Los lotes A y B se mantuvieron en agitador magnético en -
cuarto frio durante cuatro horas., Pasado este tiempo se procedid
a romper con ultrasonido el lote A y el B durante 15 minutes a in

tervalos de un minuto.

La proteina que nos interesa, como ya fué indicado, se¢ en-
cuentra, junto con otras proteinas, en la fraccién insoluble y se
le separa por centrifugacién a 15 000 rpm durante 30 minutos., Al -
paguete se le hizo un lavado utilizando un volumen igual al del -~

gsobrensdante separado y empleando la solucién respectiva. Se cen-
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trifugé nuevamente a las mismas condiciones. Se separan sobrena -

dante y paquete.

2, Extraccién de la protefna hibrida A

En esta parte del procedimiento, umbosllotes se trataron
de la misma forma: se procedié a extraer la proteina bhibrida A -
con una solucidn de cloruro de guanidinio 6 mol, (conteniendo 1 %
de A-mercaptoetancl). Cada uno de los paquetes obtenidos se re-
suspendi¢ en un volumen determinade de solucidn, calculado por la
relacién 40 ml de cloruro de guanidinio por cada 15 g de peso hi-
medo.

Se dejaron los lotes A y B en agitacidn magnétiea para -
homogeneizar durante 20 horas. Se centrifhgaron ¢ 20,000 rpm du-
rante 90 minutos. Se separaron los sobrenadantes con cuidado de -
no acarrear parte de la fraccién insoluble. Esta Gltima se somete
& una segunda extraccidn agregando el mismo volumen de cloruro de
guanidinio.

Haste este punto, se reunieron las muestras indicadas a -
continuacidn, que fueron tomadas en la etapa correspondiente. Las
muestras tomadas se dializaron contra agua destilada. Se les hizo
determinacidén de proteinas por el método de Lowry (24), y electro
foresis en placa de gel de polincrilamida sl 11 % segiin Laemmli ~
(25). También se presentan a continuacién, las fotos de los geles

obtenidos.
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Mucstras tomadas:

LOTE A. Desintegracién celular en GuHCl 1.5 mol

n)
b)
c)
a)
e)
f)
g)
h)
i)
i)

Suspensidn celular antes de la ruptura
Suspensidn celular desintegrada

Primer sobrenadante

Primer paquete

Segundo sobrenusdante

Segundo paguete

Sobrenadante 1u. extraccién

Paquete primera extraccidén
Sobrenadante segunda extraccién

Paguete segunda extraccidn

LOTE B, Desintegracidn celular en SAL

Suspensién celular antes de ruptura
Suspensién celular desintegrada
Primer sobrenadante

Primer paguete

Segundo sobrenadante

Segunde paquete

Sobrenadante primera extiraccidn
Ponuete primera extraccidn
Sobrenadante segunda extraccidn

Paquete segunda extraccién



R

. ~4
——— Ot Gromay) [ S
——— S 5 e
b e = S U ol . I i
;v-,n;- o -‘ el —n r ‘: -E!-—

N [Cu——— [ - [— i

E‘T“..: T . e sord .

—— T e

WIHT g e p— T

®RP R weeees  wgagmae T . .

: yrycie~y [~ S .

i. } N @ w"" [ % s >

B Wiy Do, - Wi e B e
Yuoppar - -— re Ve Pravess

Y p e — —— — - “— w——
Qs i S — e

. o -

L LD e @ e o G ™

bl P . om—

Rl . N U - . e’

1.~ Suspensién celular A

2.~ Suspensibn celular B GEL TENIDO DE LAS MUESTRAS
3.~ Sonicado A TUMADAS

= Sonicadq R

5,~ Primer sobrenadante A

6.- P’rimcrﬂpfccipitado A

7.- Priemr sobrcnadante B

8.- Primer precipitado B

9.- A~ galactoslidz\sa

10,~ Sepmdo precipitado A




e

11,- A -palactosidasa

12,~ Segundo precipitado B

13.~ Sobrenadante Ja. extraccifn A
14.~ Precipitado la. extraccifn A
J}a.- Sob‘rcnadz:nte la. extraccibn B
16.~ Precipitado la. extraccién B
17.- Sohrenadante 2a. extraccion A
18.~ Precipitado 2a. extraccifn A

19.~ Precipitado 2a. extraccifn B

GEL TENIDO DE LAS MUESTRAS TOMADAS
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ESQUEMA DEL PROCESO TOTAL

PAQUETE SUSPENSION DESINTEGRACION ] CENTRIFUCACION
CELULAR EN S5AL
LAVADU CON P? SNl
SAL
CENTRIFUGACION SNZ
PP2
- )
EXTRACCION
RESUSPENSION EN
PP2 CLORURG DE 24 b CENTRIFUGACTION
GUANIDINIO
1 1
‘ i 2a. EXTRACCION PP SN
1
PURIFICACION

POR FILTRACION
MOLECULAR.
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3. Purificacién del exiracto

Como se ha mencionado, el objetivo de este paso congiste
en separar la proteina hibrida A del resto de las protelnas celu-
lares presentes en el extracto ohtenido, con objeto de oblener un
menor nimero de contaminanies al vomper con el iratamiento de bro

muro de ciandgeno, y asi facilitar la purificacién de la cadena A.

Bl extracto obtenido con cloruro de guanidinioc 6 mel se so-
mele o purifieacidn utilizande el método de cromatografia por per
meacidén en gel. Como hastia este punto se cuenta con dos lotes en
el mismo tipo de solueidn, {(Cloruro de guanidinio 6 mol), séle se
procedid a la purificacidén de uno de ollos, el A, siendo evidente
que el otro extracto se comportaris del mismo modo si se trabaja-

ra con 61,

Inicialmente se corrieron numerosas muesiras, haciendo va
riaciones en el empaque, eluyente y flujo utilizados. De lodos los
empleados, los mejores resultados se obfuvieron al utilizar las -

giguientes condiciones:

a) Empaque: Sepharose €1 6B-200 (Sigma)
b) Dimensiones: 1.2 em X 87 em
¢) Eluente: c¢loruro de guanidinio 6 mol

d) Flujo: 2 ml/H

La columnae utilizada se integrd a un aparate colector au-

tomftico, (el tipo y las partes del mismo se indican en la seccién
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de matoriales). A continuacién se muestra el perfil de elucidn -

obtenido.
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Cuantificacidn de la proteina hibrida,

La cuantificacién de la proteina hibrida se llevé a cabo
por densitometria en los geles tefiidos de poliacrilamide segin -
Fishbein (23), utilizando un apaurato espectrofotdmetro Beckman -
DU-B. En general, ¢l método consiste en someter las fracciones -
de interés a eleciroforesis segin Laemmli (25), y después tefiir
los geles con azul de Coomasie. E1 método densitomdtrico propor -
ciona una grdfica de la intensidad y tamafio de las bandas corres-
pondientes a cada una de las protelnas en el gel. Al oblener el -
drea bajo la curva se obtiene la proporcidén correspondienic a la

proteina hibrida con respecto a las demds,

As{, en primer lugar se corrid una curve cstandar de A-ga-

lactosidasa, obteniéndose por demsitometria lus siguientes dreas:

He pP~galactosidasa Aroa
0.476 0.310
0.952 0.522
1.428 0,977
1.904 1.792
2.856 2.590
3.332 3.015
3.808 3.619
4.284 3.628
4.760 4.169
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Al ajustar la curva por el método de minimos cuadrados,

s8¢ obtiene 1ln ecuacidn:

Y 0,940 X - 0,202 ; donde: Xz ug de p—galnctosidasu

Yz 4rea

Para cuantificar la proteina hibrida obtenide en cada -~
fraccidn eluide, se realizé la electroforesis en placa de gel de
poliacrilamida al 11 % (25). La densitometrfa del gel tefiide pro
yorciona los valores de drea de los picos correspondientes a ca-
da protefna. Posteriormente se calcula la concentracidn corres -
pondiente g cada valor, utilizande 1la ecuacidn corregida de la -

. . .
curva estandar previamente corrida.

CARRIL AREA Mg PROT oug % PROT
HIBRIDA TOTALES HIBRIDA
Prot,
totales 1.521 1.833 7.107 25.79
frac. 27} 1.707 2.031 2.121 95.26
frac. 28} 2,635 3.018 3.063 98,53
frac. 29| 0.586 0.838 1.595 52.54
frac. 30| 0.444 0.687 1.443 47,61
" frac. 32f 0.221 0.450 1.247 36.09
frac. 33} 0.363 0.601. 4.253 14.13

DENSITOMETRIA DEL PERFIL DE ELUCION



Ahora bien, la densitometria proporciona la concentracién
de proteina hibrida presente en cade muestra aplicada a la elec -
troforesis. Sin embargo, cada muestra aplicada es sélo una all -~
cuota de la fraccidn eluida de la columna, por lo que es necesa -
rio caleular también la cantidad de proteina hibrida que se tiene
en cada fraccién completa. El cuadro siguiente muestra el procedi

miento seguide pars realizar este cdlculo.

e o ) R
Prot

Tot. 1.833 2 0.9165 1.5 ml 1.375

27 2.031 22 0.092 3.0 0.276

28 3.018 15 0.201 2.8 0.563
29 0.838 15 0.056 2.8 0.157

30 0.687 15 0.046 2.6 0.119

32 0.450 15 0.030 1.9 0.057

33 0.601 15 0.040 2.2 0.088

CANTIDAD DE PROTEINA HIBRIDA OBTENIDA EN CADA FRACCION
ELUIDA DE LA COLUMNA
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De este manern, shora se calcularf la recuperacidn de -
proteina hibrida que se va alcanzando ¢n las fracciones sucesi-
vas, en base & la cantidad lotal de protefna hibride aplicada a
la columna, (1.375 mg), dato que tambidn se obtuvo por el andli

sis densitométrico.

PRACCION | PROT HIBRIDA A
{mg) RECUPERACION
27 0.276 20.07
28 0.563 61.02
29 0.157 72.43
30 0.119 51.09
32 0.057 85.23
33 0.088 91.64

RECUPERACION DE LA PROTEINA HIBRIDA
DESPUES DE PURIFICAR
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DISCUSION Y RESULTADOS

Aunque el objelivo primario de este trabajo lo consti -

tuye la evaluacién del método de purificacidn propuesto, a lo -

largo del proceso experimental se obtuvieron datos que también

constituyen objeto de andlisis en esta discusién. De modo que -

la misma se desarrolla abarcando diferentes puntos.

1.

En la primere otapa de la parte experimental, (ruptura celu
lar), fué indicado que se probé la eficacia de la utiliza -
cifén de una solucidén de cloruro de guanidinio 1.5 mol para

romper las células con ultrasonido, en vez de la solucién -
amortiguadora de lisis que se habla venido utilizando. A con
tinuacidén se presentan los datos obtenidos de concentracién
de proteina hibrida en las diferentes etapas de extraccidn

de la misma en ambos lotes.

Como puede observarse, la concentracién de proteina
bibrida obtenida en el extracto utilizando cloruro de guani-
dinio 1.5 mol, no presenta ventajas en comparacién con la ob
tenida utilizando la solucién amortiguadora de lisis. (lotes

A y B respectivamente).



2.
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% PROTEINA HIBRIDA EN RELACION
A PROTEINAS TOTALES
MUESTHRA

LOTE A LOTE B

Suspensidén cel. 2.46 3.67
Suspensién desint. 9.28 7.72
ler sobrenadante 0 1.31
ter paquete 8.09 40.23
2do paquete 6.87 32.17
SN 1a. extrace. 29.70 33.30
PP 1a. extracc. 5.46 1.84

En la purificacidn por filtracidn molecular del exiracto de
proteina hibrida (sobrenadante de la primera extraccidn), se
obtuvo el perfil de clucidn mostrado en la siguiente pdgina.
El pico B es el que corresponde a la proteina hibrida g-galac
tosidasa~cadena A, y aunque el perfil parece indicar una re-
Solucidén incompleta de esta fraccidn, la electroforesis y =~
cuantificacidn de las fracciones colectadas muestra un grado
de purificacién relativamente aceptable, no obstante que no
se aprovechen todas las fracciones, Es decir que, aunque en
la purificacidén es recuperado un alto porcentaje de la pro-
teina hibrida aplicada, (91.64 %), sélo las tres primeras -
fracciones son ‘importantes, pues el resto contiene muchas -
otras proteinas, y a este nivel se alcanza una recuperacién

del 72.43 %. Al calcular la concentracién relativa de protei
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na hibrida en la mezcla de estas fracciones, vemos que dsta
es del 82 %.
La signiente tabla presenta los resultados de purificacidn

¥y recuperacidn de las fracciones analizadas.

FRACCION % RECUFERACION % PURIFICACION
27 20.07 95.76
28 61.02 98.53
29 72.43 ' 52,54
30 81.09 47.61
32 85.23 ’ 36.09
33 91.64 14,13

PURIFICACION Y RECUPERACION DE LA PROTEINA
RIBRIDA

Finalmente, comparemos ahora las dos alternativas: por un -
lado la purificacién de la proteina hibrida de los demds -
contaminantes prbtéicos, para asi favorecer la obtencién de
la cadena A tras sulfitélisis oxidativa y rompimiento con -
bromuro de cianégeno, T por otro lado, el tratamiento con -

bromurc de cianégeno sobre la proteina hibrida sin que dsta
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haya sido previamente purificada.
A fin de poder hacer la comparacién, necesitamos pri

mero slgunos datos de la cuantificacién del proceso total:

GRAMOS DE CELULAS ORIGINALES A 40 g
SOBRENADANTE 1a. EXTRACCION B 110 ml

CONCENTRACION DE PROTEINAS
TOTALES EN ESE EXTRACTO c 12.58 mg/ml

CANTIDAD DE PROTEINAS TOTALES BXC D 1.384 g

% DE PROTEINA HIBRIDA EN RELA-
CION A PROT, TOT. (DENSITOM) E 29.92 %

CANTIDAD DE PROTEINA HIBRIDA
EXTRAIDA DXE/100 414 mg

De acuerdo con ésto, enseguida se procede a considerar

primero, la purificacién de la proteina hibrida.

3.1 Purificacién de la proteina hibrida A.

Un gramo de células dd lugar a 2.75 ml de extracto. Estos -
2.75 ml proporcionan 10.35 mg de proteina hibrida, de los =~
cuales, al someterlos a filtracidn en gel, se recupera un -
72.43 %, con una concentracién de proteina hibrida del 82 %.
De modo que la cantidad total de proteinns’después de la pu
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rificacién seria de 9.14 mg :

110 ml sobrenadante _
40 g células = 2.75 ml/g

[+4 1 v
12.38 mg Frotenas y 5 75 m1 SN = 34.595 mg Prot. Tot.

34.595 mg - 100 % (Prot. Totales)

10.35 mg - 29.92 %  (Prot. Hibrida)

Asf, 10.35 mg de Proteina Hibrida son extraidos a partir de
un gramo de c¢élulas, y sometidos a filtracidn en gel, de «

donde se recupera el 72.43 % :

10.35 mg ~ 100 %
7.5 mg - 72.43 %

Estos 7.5 mg obtenidos después de la filtracién en gel, repre
sentan el 82 % de las proteinas presentes, de modo que el to~

tal de las proteinas es de 9.14 mg :

7.5 mg ~ 82 %
9.14 mg - 100 %

Considerando que en el tratamiento de ruptura con bromuro de
cianégeno se necesita agregar 1.3 g de este reactivo por ca-
da gramo de proteina total, entonces la cantided de bromuro

de cianégeno necesaria para romper la proteina hibrida puri~
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ficada a partir de un gramo de células serfia de 11.88 mg. Por

otro lado, analicemos ahora la segunda alternativa,

3.2 Ruptura con bromuro de cianégeno de la protelna hibrida sin

pasar por filtracidén molecular.

A partir de un gramo de células, (que es nuestra base de com
paracién), se obtiemen 2.75 ml de extracto, los cuales con-
tienen 34,595 mg de protelnas totales. De modo que para rom-
perlas con bromuro de ciandgeno se necesitan 44.97 mg del -

mismo.

De acuerdo con el andlisis anterior, tenemos que para -~
cada gramo de celulas procesado se requiere diferente cantidad -

de bromuro de cianégeno, dependiendo de la alternativa empleada:

a) Por un lado se necesitan 44.97 mg del reactivo en el proceso
de ruptura directa, el cual proporctona una concentracidn de

proteina hibrida del 29,92 %

b) Por otro lade, en el tratamiento de purificacién se alcanza -
una concentracién de proteina hibrida del 82 % y en el trata-
miento posterior con bromuro de ciandgeno se requieren sola -

mente 11,88 mg del mismo.

Esta comparacién muestra que en la téenica empleada de -

filtracién molecular para la proteina hibrida, se alcanza un ma-



yor enriquecimiento de la misma, lo cual trae como consecuencia -
una menor cantidad nocesaria de bromuro de ciandgeno, y por consi
guiente, una disminucién en el costo del mismo. Ademds es muy im~
portante considerar otre aspecto: ¢l de sepuridad industrial, so-
bre todo si se toma en cuenta que el escalamiento del proceso au-

tomdticamente implica un aumento en la cantidad de bromuro de cia

i

négeno empleado, que es mucho mayor si se realiza la ruptura en
la proteina sin purificar, siendo considerablemente mds serios -
los problemas de riesgo de toxicidad en este caso. Los efectos -

téxicos del bromuro de ciandgeno son similares a los del deido

i

ciaenbidrico: altas concentraciones pueden producir paro respirato
rio, en menor cantidad se produce dolor de cabeza, vértigo, nduseas
y vémito., La exposicién erdniea por largos periodos puede causar
fatiga y debilidad. La exposicidén a 150 ppm por media hora o una
hora puede arriesgar la vida. La muerte puede presentarse en po-
cos minutos con una exposicidn a 300 ppm.‘La dosis letal es de -

50-60 mg (32),

Ahora bien, en cuanto al costo del proceso de purificacidn
tenemos que utilizando c¢lorurc cloruro de guanidinio BRL y Sepharo-
se C1 6B 200 Sigma, el proceso efectuado tiene un costo de $8760.00.
Y el mismo proporciona une proteina hibrida bastanle enriquecida,
cuya posterior ruptura con bromur§ de ciandgeno se ve Tacilitada.
Del otro modo, la ruptura de la proteina hibrida sin purificar -~
requiere e¢n primer lugar de cantidades mucho mayores de bromuro ~
de ciandgeno, ademds de que la cadena obtenida necesita ser some-

tida después o otros procesos de purificacidn.
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Actualmento, (al tiempo que se termind este trabajo expe-
rimental), se estdn estudiando otras alternativas en el proceso -
de obtencién de cada una de las cadenas para la produccidn de la

insulina humana biosiniética, para elegir la mds adecuadu de ellas.

Desde otro punto de vista, es importante recalcar la tras-
cendencia del proyecto. En primer lugar, sabemos que en México -
el aumento de incidencia de la diabetes mellitus, provoca una -~
gran demanda de la hormona, Fn 1981 se importaron en nuestro pais
2,556 kilogramos de insulina, cuyo costo fud de 744,686 dblares.
Al aofic siguiente lu cantidad aumentd a 11,967 kilogramos, a un -
costo de 1444,753 délares. Hasta 1981 esta importacidn procedid
de Estados Unidos, Argentina y Brasil. En 1982 Holanda se sumd a

la lista.

Estos datos hablan por s{ mismos, e indican la importancia
de contar con otra fuente de obtencidn de insulina: la tecnologia
del ADN recombinante. El avance que se estd obteniendo en el cam-
yo de la biotecnolog{a es constante y enorme, y parece ser que su
potencial es ilimitado: tienc aplicaciones en dreas tales como la

salud, los alimentos, la energia y la contaminacién.

En los dltimos aflos se han creado cerca de 200 compafiias
privadas dedicadas a la ingenierfa genética en Estados Unidos y
Buropa Occidental; ahora vemos como en México también surge el -
seric interés en el desarrollo y aplicacién de la biologfia mole-

cular.
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Por otro lado, la insulina representa apenas el primer pro
ducto clinicamente dtil obtenido con esta tecnologia, de mode que

las perspectives son muy amplias,
persy
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CONCLUSYONES

Se estudid la posibilidad de purificacidn de le proieina
hibrida p-galectosidasa-cadena A de insulina, como alternative
en ¢l proceso de obiencién de le cadena A de insuline humana bio

sintética.

La metodologia propuesta facilits etapas posteriores del
proceso de obtencidn de la hormona, como son la rupture con bro-

muro de ciandgeno y la posterior purificacidn de la codens A.

Los datos obtenidos servirdn como indicativos y como pun-
to de comparacidn para gque con otros trabajos que ya se estdn 1lle
vando o cabo, se establezcan las mejores rutas a seguir en ol pro

cedimiento global.

La creciente demanda de insulina en México, hace evidente
la importancia de contar con otra fuente de la hormona. He aqui -

la trascendencia del proyecto de obtencidn de la Insulina Humana

Biogintética.
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