
e¡/ 

IJNIVERSID~.D NACIONAi, AIJ'fONOMA 
DE )IEXIUH 

llACULTAD DE QUIMICA 

METODO DE PURIFICACION DE UN INTERMEDIARIO 
EN I.A OBTENCION DE INSULINA HUMANA 

RIOSINTETICA 

T E S 1 S 
Que Presenta 

CARMt~N EUZAHE11H IUtDRIGllEZ NIE'l10 

Para obtener el título de 

QUIMICO FARMACEUTICO 11101,0GO 

1 9 8 5 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



C O N T E N I D O 

I. INTRODUCCION 

II. GENERALIDADES 

III. ANTECEDENTES 

IV. OBJETIVO 

v. MATERIALES 

VI. PARTE EXPERIMENTAL 

VII. DISCUSION y RESULTADOS 

CONCLUSIONES 

BIBIOGRAFIA 



. - 1 -

I. INTRODUCCION 

La diabetos mellitus os una nfecci6n de todas las edades, 

pero de comienzo más frecuente en ln cincuentena, interviniendo 

on su etiología un fuerte factor hereditario. ER una enfermedad -

cr6nica, caractcri~ada principalmente por una olevaci6n do la 

glucosa en In sangre. Los des6rdenes metabólicos presentas en la 

diabetos, dependen do una deficiencia absoluta o relativa de insu

lina. 

Por el aumento de In frecuencia de la enfermedad en ln 

poblaci6n general, se ha considerado que la diabetos mellitus es -

un problema de salud póblica. En el tratamiento de la misma, so -

cuenta con los siguientes procedimientos ternpóuticos: 

n) Educación del enfermo 

b) Dieta 

c) Fármacos hipogluccminntes 

La insulina es la hormona hipogluceminnte del páncreas, -

descubierta por Banting y Best, (6) y producida por las cólulas be 

ta de los islotes de Langerhaus. 

En Móxico, toda la insulina utilizada en el tratamiento de 

la diabetes es imporiada, y corresponde a la insulina obtenida a -

partir del páncreas de ganado porcino y bovino principalmente. Ac

tualmente, se ha iniciado la explotación de una nueva fuente de ln 

hormona, que constituye el primer ejemplo de un producto clínicamen 
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te útil obtenido de la tecnología del ADN rocombinanto. La insulina 

humana biosintética representa un ejemplo de la aplicaci6n de lu -

biotecnología. La ventaja esencial do la nuovn insulina, parece sor 

su fuente potencialmente ilimitada. La disponibilidad do lu hormona 

allana lu posible carestía de insulina, que ha sido visualizada on 

el futuro, debido al número creciente de individuos diabdticos en 

el mundo. 
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JI. GENERALIDADES 

La diabetos mellitus está caracterizada principalmente por 

una elevaci6n de la glucosa en la sangre. Esta alteración del meta 

bolismo de los hidratos de carbono, origina en forma concomitanto 

un defecto en la utilización de las proteínas y de las grasas. (1 ). 

La deficiencia absoluta o relativa de insulina puede ser -

debida a una producción disminuida de la hormona por el páncreas, 

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

disminuyan sus efectos. 

Durante la última década, se observó ln faltct de uniformi

dad y consistencia en la definición de la diabetes y otras etapas 

de la intolerancia a la glucosa, se vió que era necesario desarro

llar una terminología apropiada, uniforme y funcional en la clasi

ficación de la diabetes, que reflejara los conocimientos contempor~ 

neos que se tenían acerca de la enfermedad. El trabajo se desarrolló 

en los Estados Unidos (2), y la nueva clasificación ha sido aceptada 

por la Organización Mundial de la Salud. 

La clasificación propuesta incluye tres clases clínicas: 

a) diabetes mellitus 

b) tolerancia débil a la glucosa 

c) diabetes geátacional 

La clase diabetes mellitus se ha dividido en tres tipos -
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distintos: 

Tipo I. Diabetes mellitus insulina-dependiente. Es clásico que este 

tipo de diabetes se presente en jóvenes y por ello fué nntes llama

da diabetes juvenil. Sin embargo puede re9onocersn por primera vez 

a cualquier edad, de aquí que el diagnóstico basado en la edad os -

inapropiado. 

Tipo II. Diabetes mellitus nu dependienta de la insulina, que ha si

do dividida de acuerdo a la presencia o ausencia de obesidad en el 

paciente. Aunque la mayoría de estos individuos desarrollan la en -

fermedad despuds de los cuarenta anos, la diabetos tipo 11 puede -

presentarse en personas jóvenes que no requieren inaulina. En con

secuencia, de nuevo no se recomienda la edad como criterio para cla 

sificar a un paciente. 

Se considera como una tercera subclase de la diabetes melli 

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

Como se mencion6 anteriormente, por el aumento de la frecue~ 

cía de la enfermedad en la población general, se ha considerado que 

la diabetes mellitus es un problema de salud pública. La Organizaci6n 

Panamericana de la Salud, (3) reporta que debido a problemas do cer

tificación de las causas de defunci6n y a la ausencia de datos sobre 

causas múltiples, las tasas de mortalidad por esta enfermedad descri 

bon la situación s6lo parcialmente. En el afio más reciento sobro el 

que se dispuso de datos, la diabetes mellitus fuó la sexta causa -

más frecuente de dcfunci6n en América del Norte. 
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La comparacidn de la mortalidad debida a esta cnfcrmodud, 

con la ocasionada por ot1.·as causas en 1970 y alrededor de 197fJ in-

dicn que ol porcentaje de dofuncionos por diabetos mellitus pcrma-

neci6 mií.s o menos constall'Le on la. mayoría de los paísci:;, en un va-

lor de 1 a 2.5 % 

La figura 1 presenta la distribución de defunciones ~or es 

te padecimiento en personas de edad mediana, en wnbos sexos, on on 

ce países seleccionados. En el aílo de 1976, en M6xico so rogiotrn-

ron ] u.s dofuucionos por er>tn. en:fermciiad, ci i,itdn.s en la ·Labln l. 

EDAD HOMBR~iS MUJmms 

· 'l'odas las edades 51 5(> 65Ll 2 

Menores de 5 25 27' 

5 a 1'1 2·1 28 

15 a 24 42 63 

25 a 34 144 91 

35 u. 44 335 241 

45 a 54 820 764 

55 a 6'1 1195 1392 

65 a 74 1'154 2099 

75 y más 1084 1083 

Desconocido 36 34 

•ra.bla 1. Número de defunciones, por diabetes molli tus 1 en 

M6xico en 1976. (3) 
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Los síntomas principales de la diabetes son : la poliuria, 

(orina abundante), polidipsia (sed e ingestión exagerada de lí

quidos,), polifagia (apetito e ingestión alimentaria excesiva), 

hiperglucomia, glucosuria y adelgazamiento, siendo el síndrome -

más temible resultante de los trastornos metabólicos el de acido

sis 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) demostró que la diabetes me

llitus podía inducirse experimentalmente por extirpación del páncreas. 

En 1900 Schulze y Ssobolcw (6) afirmaron que la substancia pancreá

tica responsable do la disminución del nivel sanguíneo do azúcar se 

formaba en las células de los islotes do Langerhans y por esta ra

zón a la substancia desconocida se le llamó insulina. Hacia 1920 so 

logró la extracción de la insulina del páncreas(7). El aislamiento 

de la insulina pura se realizó en 1926 (8) y la determinación de su 

constitución en 1955 (9). 

Los fármacos hipoglucemiantcs que so aplican esencialmente 

en el tratamiento de la enfermedad comprenden: 

I. La insulina 

II. Los hipoglucemiantes sintéticos 
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La Insulina. 

La insulina es la hormona hipoglucemiante del páncreas, -

descubierta por Banting y Best (7) y producida por las células be

ta de los islotes de Langerhans. 

La estructura pri•aria o secuencia de los aminoácidos: en el 

esqueleto covalentc de la hormona se muestra en la figura 2. La in

sulina es una proteína, constituída por dos cadenas polipeptídicas, 

la cadena A o glicílica (posee el aminoácido glicinna en un extre

mo), y la cadena B o fenilalanínica (posee el aminoácido fenilala

nina en un extremo), con 21 y 30 aminoácidos 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 está determinada principalmen

te por las posiciones de los puentes disulfuro. Debe seffalarse que 

estas uniones son esenciales, ya que la ruptura de dichos enlaces 

por reducci6n suprime la actividad de la hormona (10). 

Se acepta que la insulina, como todas las proteína.s se sin

tetiza a nivel de los ribosomas de las células beta a partir de los 

aminoácidos respectivos, siendo un paso previo importante la forma

ci6n de un precursor insulínico, la proinsulina (Fig. 3), que es un 

polipéptido en forma espiralada, formado por 84 aminoácidos y que se 

desdobla por acción de una enzima proteolítica intracelular en insu

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

La insulina formada en las células beta se almacena en las 



NH2 NH2 . 

CADENA B 

(Fenilnlanil) 

Phe-Val-Asp-Glu-His-Leu-Cys-Gly-Ser-Hia-Leu-Vnl-Glu-Aln-Lou-'l'yr-1.eu-Vnl-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe 

S s Tyr 

s s NH 
2 

Gly-Ile-Val-Glu-Glu-Cys-Cys-Ala-Sor-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Glu-Leu-Glu-Asp-'ryr-Cys-Asp 

s .s 
CADENA A 

(Glicil) 

FIG, 2 ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA INSULINA BOVINA 
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Fig, 3 PROINSULINA 
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Figura 4. Conyor;IÓn do la proinsulino on insulina. 
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mismas y es liberada a la circulación junto con pequeffas cantidades 

do proinsulina, que os inactiva, pero puede activarse a nivel de -

los tejidos por proteolisis. 

So han encontrado diferencias en la composición do aminoác~ 

dos do las cadenas A do insulina de buey, oveja, y cerdo, {11); las 

diferencias so presentan en la región A8_10 • Las diferencias entro 

las insulinas aumentan con el aumento de la diferencia filogendtica 

entro las espoci es. (Fig. 5) 

En cuanto a los tipos de insulina utilizados on el tra·tamie:! 

to de la diabetes, se puede decir que el procedimiento do extracción 

más sencillo a partir del páncreas do vacuno o porcino proporciona 

una solución do insulina amorfa, (31), que puedo ser purificada y -

cristalizada mediante el agregado se sales de zinc, dundo el prepa

rado utilizado clínicamente. A partir de esta insulina se hu conse

guido una serie de preparados que se diferencian esencialmente por 

la rapidez y duración de su acción, lo que está en relación con su 

mayor o menor solubilidad, que a su vez condiciona la absorción por 

vía parentoral: 

a) Insulina. Así se denomina a la insulina zinc cristalizada, o in

sulina corriente, soluble y de acción rápida y~orta. 

b) Insulina zinc protamina. Se obtiene por el agregado de pequeñas 

cantidades de cloruro de zinc a una suspensión de insulina com

binada con protamina. Es una suspensión insoluble de acción pr~ 

longada. 

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

Es una suspensión do acción intermedia entre las dos anteriores. 



INSULINA HUMANA 

CADENA A s s 
NH2 1 1 t¡H2 )ffi2 

Gly-Ileu-Val-Glu-Glu-Cya-pys-Thr-Ser-IIeu-Cya-Ser-Leu-Tyr-Gl.u-Leu-Glu-Asp-Tyr-¡s-Asp-NH 
4 5 6/7 6 9 10 2 

s ~s 
CADENA B s/ ' s~ . 

H2~ 1f12 / . . / 
Phe-Val-ASp-Glu-Hie-Leu-c~-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lye-Thr 

3 29 30 

ORIGEN CADENA A CADENA B ... 
l..>l 

4 8 9 10 3 29 30 
------------- ·--------------------------------··--- ------------------------------- . 
Hombre Glu Thr Ser IIeu Asp(NH

2
) Lys Thr 

Cerdo Glu Thr Ser IIeu Asp(NH
2
) Lys Ala 

Esperma de 
ballena Glu Thr Ser IIeu Asp(NH

2
) Lys Ala 

Bovino Glu Ala Ser Val Asp(NH
2) Lys Ala 

Ovino Glu Ala Gly Val Asp(NH
2

) Lys Ala 
Caballo Glu Thr Gly Iieu Asp(NH2) Lys Ala 
Conejo· Glu Thr Ser IIeu Asp(NH 2) Lys Ser 
Perro Glu Thr Ser IIeu Asp(NH

2
) Lys Ala 

Rata l Asp Thr Ser IIeu Lys Lys Ser 
Rata 2 Asp Thr Ser IIeu Lys Met Ser 

FIG. 5 FORMULAS ESTRUCTURALES DE INSULINAS DE MAMIFEROS (12) 
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d) Suspensiones do insulina zinc (insulinas lentas). Son de 

acción 1mis prolongada que la insulina corriente 1 pero sin el 

agregado do ninguna substancia protdica. 

En M6xico, uo oncuentran en el mercado (13), bajo la marca 

Eli Lilll, preparados do los cuatro tipos de insulina. A continua-

ción se indica la duración del efecto de cada una. 

'rIPOS DE INSULINA EN EL Ml~RCADO DE HEXICO 

'fIPO ACCION DURACION Dl':IJ EFEC'I'O 
EPEC'l'O (H) MAXIMO (Il} 

Simple Rápida 5-7 4 

Nl'll Intermedía 24-28 14 

Pro ta.mina. Zinc Prolongada 36 19 

Lenta In termo día ?4-28 14 

lf Por vía subcutánea. ( 4) 

La acción fundamental de la insulina os provocar una dis

minución de la glucemia por los siguientes modos principales de -

acción: 

a) Facilí ta el ca.tab.olismo, o sea. la oxidación de la glucosa en -

los tejidos, especialmente músculo o tejido adiposo. 

b) Estimula la formación de glucógeno hepático y muscular. 

c) Acelera la transformación de la glucosa en grasa. 

d) Disminuye la formación de glucosa a partir de proteínas en el 
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hígado. 

e) Inhibe la transformación del glucógeno hepático en glucosa. 

f) Disminuye el desdoblamiento de la grasa en el tejido adiposo. 

g) Estimula la síntesis protéica en el músculo principalmente. 

En pacientes pancreatectomizados (por cáncer}, la diabe

tes producida os controlada por pequeílas dosis de insulina, 30 n 

50 U.I. diarias¡ en la diabetes espontáneo, son necesarios muchas 

veces dosis superiores, lo que se debe n la presencia de un exceso 

de antagonistas do la insulina. En algunos pacientes diabéticos es 

necesaria la utilización do grandes dosis de insulina para su con

trol. Se acepta actualmente que la insulina-resistencia se debe -

esencialmente a la aparición de anticuerpos insulínicos en el plas

ma sanguíneo. Se describen tres antagonistas en el plasma (4): uno 

está unido a la fracción sinalbúmina, que inhibe la acción de la -

insulina en el músculo. Un segundo antagonista se encuentra en la 

fracción OC1-globulina y otro se halla en la fracción cx.C"globulina. 

Los anticuerpos insulínicos aparecen por administración de insulina 

(generalmente bovina o porcina) y se encuentran en la fracción 

,r-globulina. 

Los resultados que ha dado el uso de la insulina en el tra

tamiento de la diabetes mellitus han sido magníficos. Cuidadosas -

estadísticas muestran un aumento del promedio de vida en más de 20 

afios desde el comienzo del uso de la insulina, y demuestran que an

tes del empleo de la misma, el 63.8 % de los diabéticos morían en 

coma, mientras que actualmente no alcanzan ol 1 %, (30) 
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ílipoglucomiantes Sintdticos. 

Estos medicamentos Lambién se denominan agentes hipogluco

miantes orales, debido a que son activos por vía oral, a diferen

cia de la insulina quu s61o lo ea por las vías parcnLorales. La -

utilidad <le estü grupo es cvidonte 0:1 el -LraLumícllLo de la dia11n

tes rncllit.u~;, que muchas veces requiere el ompleo de inyecciones -

repetidas de insulina. iio [,ruta de fárma.cos s:int~Hicos y que corres 

pondcn a dos grupos: 

n) Derivados do la sulfon:ilurea o sulfonilureus 

b) Derivados do la biguanida o biguunidas 

La administración do los dos tipos de medicamentos provoca 

un descenso do la glucernit1 que depende do _ln dosis administrada, p~ 

ro que nunca os muy intenso. Los fdrmucos son mucho menos potentes 

que ln insulina. 

Es importante mencionar que para que las sulfonilureas pr2 

~uzcan sus efectos, es nccosnrin la presencia de insulina en el or

ganismo, así, son inactivas en los animales y sujetos pancreatccto

mizndos y en la diabetos gravo por aloxnno, (dQstrucci6n de las c6-

lulas beta <1uo irroducon la insulina). Por otra parte, la acción de 

la insulina os reforzada por las sulfonilureas. (4) 

A posar del uso tan extendido de los hipoglucomiantes ora -

los, la insulina sigue siendo utilizada como piedra de baso en el 

tratamiento do la diabotos. 
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Una nueva fuente insulínica. 

En Mdxico, toda la insulina utilizada en ol tratamiento de 

la diRbotos mellitus os importada, y corresponde a lu insulina ob

tenido o pur~ir del páncreas do ganado porcino y bovino pri.ncipal

mente. ActunlmenLl) 1 .se ha iniciado la explotación de urni nuevu 

fuente <ln ln hormona, <JUO constituye el primer ejemplo do un pro

ducto clin:icnmente útil obtenido de ln t.ecnolog.ín dol ADN recombi

n1w te . 

LlL insulina hur11Cuui biosintéti.ctt, (ll!B), re1iroscnta un eje~ 

plo de lu ap1icaci6n de la Biotecnología (15). La Ingeniería Gené

tica es una metodología de la biologín molecular que se ocupa del 

aislumiunLo, multiplicaci6n (amplificación) y modificnci6n do gene~ 

para su estudio y apro\rochumiento. E1 gran avance de la microbiolo

gía indusi,rial h11 01~pcza.do o loerar la construcción de microorgani~ 

mos programados genéticamente pura fabricar un producto determinado. 

Los primeros pasos empezaron hace m5s de 100 ufios, con el 

aislamiento y desarrollo de bacterias y hongos que intervonían en -

l~formaci6n de productos útilos. Después, con ol descubrimiento de 

las mubacionos y su inducción por rayos X a i1artir de 1927. 

Hacia mediados de los afios 40, se produjeron otros avancos 

que permitieron reord.enar la informaci6n genética por modio de la 

recombinación de genes de dos o m's organismos. 

EA el afio de 1973 se anunció la realización do experimentos 

con ADN recombinant.o y clonación moleculs.r. So disefiaron técnicas 

do ingeniaría genéi.ica que permHfon transferir genes do un origen 

a algún otro microorganismo. 
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En lu. recombinación de ADN se reordenan .los genes, o par Les 

de los genes, y so agrupa on un mismo individuo .la informaci6n ge

nética de dos o más organismos. So produce recombinuci6n hom61ogn 

cuando cromosomas bacterianos o eucari6ticos que posoc11 secuencias 

do bases de ADN similares se retlnon por un proceso do opuroumicnto, 

o intorcambian los segmentos corrospoudie11to:J mediante 11.1 rot.uru. y 

ensamblaje do ADN. 

En ta.nto que ln. recombinación homil loga pr1rmi.to un inÍ:.€!rc11111-

bio <le segmentos do ADN, otras 1'ormas do recombina.ción nñatlon nuevo 

ADN al llUe ya posen ol microorganismo. Uno do estos procedimion ton 

os el do la transforonci1i. di! pl<ismido!:l. Lo!' plásmidoi; ;;on Jlequoifo>: 

moléculas circulares de ADN extru.cromosómico, presentes en las bu:;_ 

terias, capaces de replicación autónoma en la célula y heredables 

por las células hijas. Algunos plásmidos codifican estructuras que 

inducen al apareamiento entre bacterias, dotorminundo así su pro

pia transferencia; pero también pueden transferirse de una bacteria 

a otra mediante un bacteriófago. Asimismo, el ADN plasmídico desnu

do, liberado de la célula huésped por rotura. puedo enta:ar en unn nuo 

va célula, este proceso se llama transformación. 

La capacidad de'aislar ADN plasmídico de un cuHivo e indu

cir su incorporación en otro, constituye el fundamento Je la mayo -

ría de las manipulaciones del ADN recombinante. Uno o varios genes 

pueden empalmarse en un plásmido, y luego introducirse éste en un 

nuevo huésped microbiano, funcionando así el plásmido como vector. 

Entre las aplicaciones do esta técnica la más conocida es 



- 20 -

la produccidn por un microorganismo de una proteína que 6sto no -

sintetiza normalmente, e orno una enzima o una hormona. ( 18) 

Con el nacimiento de lu ingeniería genética, la industria 

furrnacéutica ha ad11uirido gran poteucialidacl. Desdo una perspect.!:_ 

va comercial y clínica, lns antibióticos constituyen la clase más 

importante do f4rmucos que se obtiono do lou microorganismos; ac

tualmente esto~ suministran también vitaminas, hormonas humanas, 

alcaloides, f~nnacos antitumornles e interfcr6n. 

El primor pépf.ido humano obtenido así fué la hormona hip~ 

tulámica somatostatina, utilizando como receptor la bacteria 

Escherichia coli. La somatostatina fabricada por ~. coli es idén

tica u la hormona na·~u.ru.l humana, siendo Ja producción de 1 O 000 

moléculas de somatostatina por célula. 

Asimismo, so han usado t6cnicas para la síntesis bacteria 

na de insulina {insulina humana biosintética IUB). La insulino 

utilizada corrientemente en la terapia de la diabetes mellitus, -

tradicionalmente se ha extraído del páncreas de gonado bovino y -

porcino principalmente. Dicha insulina difiere ligeramente en su 

secuenc~u de aminoácidos do la insulina humana, y aunque la mayo

ría de dichas insulinas controlan los principales síntomas del 

diab6tico, no impidori efectos secundarios, como detoriorumiento -

renal y de la retina, además u.lgunos diab6ticos son u.lérgicos a -

las hormonas animal~s por sor proteínas cxtrafias. (4,16) 

Si la insulina humana fabricada por bacterias fuera capaz 
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do contrarrestar estas anomalías, dicho insulina ocuparía un lu

gar pruforonto on ol mercado mundial do la hormona, que so estimo 

on unos 200 millones do d6lnros (1981). Si se puedo elevar el ni

vel d\'! producción <le la protuínu. hustu ol do los demás 1Jrocoso11 ·• 

indu:oLriidos qui' utilizan~· _.¿gJ._i, ~;e _podrfrrn n.lcanzu.r 100 g de' -

insulina puriflcadl'. en 2000 r.. de caldo fermentativo. l'itrn. obto1wr 

untt cantidad equivalente do hormona animal RO necesitarían más el!' 

700 kg de gldndukis pancredtiaas. 

En 1981 se publicaron numcrosoo estudios que comparan la 

llfB IJOr Eli J,illy 1:on lu.s otras insulinas Jirosentcs en el merca

do y.que son do Ol'igcn animal. E'l desarrollo do la IHfl representa, 

como so hu mencionado, el primor ejemplo de un producto clinica -

monte 1ítil, obtenido do la tecnología dol ADN rccombiuante. Lu. -

insulina bacteriana hu sido sometida u estudios in vitl'o, in vivo 

Y'·clínico~l. ( 16) 

Diversos estudios indican que la IHB es química y física

mente equivalente a la insulina humana pancreática y biológica -

mente equivalente en varios sistemas bioquímicos y animales, a la 

insulina humana pancreática y a la preparación estándar de insu -

lina porcina. La potencia bioldgica (disminución de glucosa plas

mática) de la hormona humana se ha comparado con la presentada 

por In. Il!B; aunque estudios iniciales de lltboratorio indican poca 

diforencia entre la potencia intrínseca del producto bacteriano y 

de la insulina porcina purificada, (IPP), ciertos estudios clíni

cos sugieren la posibilidad de una diferencia in vivo en' la poten

cia (16). Eatudios farmacocinéticos realizados en sujetos demues-
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t,ra.n que la IllB es absorbida de la inyecci6n subcutánea m1ts rápido 

que las insulinas de origen animal. Asimismo, comparada con las -

insulinas animales, ln biosintdticu baja el nivol inicial do glu

cosa sanguirwrL mucho n11í~: r1ípido. l'or otra part;e, los efectos lu

torales inmuno16gicos en la terapia con insulina son causados 

principalmente por diferencias do especie entro la hormona humn.

na y la bcivina y porcirn1. El desarrollo de la IJ!B constituyo u1rn 

ayuda para evitar lu alergia a la insulina, la resistencia y la 

lipodüi.rofirt. (1 G) 

Lu ventaja esencial de lu nueva insulina parece ser su -

fuente potencialmente ilimitada. La disponibilidad de la hormona 

allana la posible carestía de insulina, que ha sido visualizada 

en el futuro, debido al ndmero creciente do individuos tliabdticos 

en el mundo. 

La insulina humana producida por Eli Lilly & Co., usando 

las tdcnicas de ADN recombinante, ha sido a.probada por la FDA 

para su uso en humanos ( 17) . Heci be e 1 nombre de humuli.na. Su 

uso se aprob6 en Inglaterra. en septiembre do 1982 y en los Esta

dos Unidos en diciembre del mismo afio. Lilly estima que el costo 

diario promedio-de la humulina para un paciente es de 50-55 cen

tavos de dólar, en comparación con 28-35 centavos de la insulina 

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

Aquí mismo, en Móxico, un grupo de personas en el Insti

t.uto de Inves-Ligaciones Biomódicas de la UNAM, han trabajado pa

ra obtener la JHB utilizando la tecnología del ADN recombinante, 

y la importancia del pro,vec·to radica no sólo en lo producción ele 

la hormona en el laboratorio, sino tambión, en ln optimización -

de las condiciones del proceso, que permitan el escalamiento del 

mismo a nivel industrial. 

Las cadenas A y B do insulina humana fueron clonadas en -

!'J.. coli a partir de genes químicamente sintetizados (18). Así, en 

el proceso normal do purificación do la endona A de la hormona, -

se tiene una cepa (MX614 pBR 213) de la bacteria !I· coli que ha -

sido modificada gen6ticnmentc para que sea capaz de producir una 

proteína híbrida fl-galac·tosidasa-cadena A de insulina. Esta pro

teína tiene en su extremo carboxilo el p6ptido A de insulina, se

parado de la p-galactosidasn bacteriana por un residuo de metioni 

na. En el procedimiento habitual, In proteina híbrida formada de

be sor extraída de la célula y tratada con bromuro de cianógeno, 

que corta las proteínas en los residuos de metionina. Como ningu

na de las cadenas de insulina, (en este caso la cadena A), contie 

ne metioninas en su configuración, el tratamiento con bromuro de 

cianógeno liberará los péptidos intactos al romper el residuo que 

los une a la p-galactosidasa. 

Las cadenas así obtenidas, son posteriormente purificadas 
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para luego procodor n. ln. roasociaci6n de ln.s mismas y obtener la 

hormona activa. 

Ahora bien, en es·te trrtlmjo se planten un posible método 

de purificación de ln proteína híbrida antes do someterla al tra

tamiento con bromuro de cianógeno. Es decir, on el procedimiento 

do •Jxtrncci6n, se obtiene por solubiliznción se.lectiva unn. frnc -

ci6n enriquecida con la proteína híbrida, que puede utilizarse 

con dos objetivos: uno de ellos es ir avanzando en el rompimien

to con bromuro de cianógeno, sin quo la proteinn. haya sido pud

ficadn. El otro consisto en soparnr lu proteína híbrida A del 

resto do las proteínas celulares, con objeto do obtener un menor 

número cln contuminnntes en el tratamiento de ruptura y facilitar 

así, la purificnci6n de ln cadena A. 

Actualmente la bioquímica cuenta ~on numerosos mdtodos -

que permiten separar y caracterizar mezclas de substancias. La -

olocci6n de la técnica frecuentemente ostd determinada por las -

características físicas y químicas de la muestra, su cantidad, y 

el grado de purifica.ci6n requerido. 

Cromatografía en Gel. 

La cromatografía en gel es un mdtodo de cromatografía lí

quida que separa moléculas principalmente de acuerdo a sus dif e -

rancias en el tamaño molecular. Ya que los tamaños de moléculas 

como proteínas, ácidos nuclóicos y carbohidratos difieren consi -
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derablemente, la cromatografía en gel resulta dtil en la separación 

do mezclas complejas de estas substancias. El mdtodo analítico -

recibo también otros nombres: cromatografía do permoacidn en gel, 

cromatografía do exclusi6n, filtraci6n en gel. 

En la cromatografía líquida generalmente no es posible a

signar la responsabilidad de las separaciones alcanzadas a un so.lo 

mecanismo. Así, en la cromatografía en gel, la separación se basa 

fundamentalmente en el tamafio molecular, pero está influenciada -

por otros fenómenos, corno intercambio idnice o adsorción. 

En esto método, las partículas del gol, que poseen una 

estructura de matriz porosa, como esponja, do dimensiones contro

ladas, se equilibran en un disolvente apropiado y luego se empa

can en una columna cromatográfica. La muestra, que consiste en -

una mezcla 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 muestra va percolándosc a través del -

lecho. (Fig, 6) 

Conforme la eluci6n proce~e, las moléculas que son dema

siado grandes para entrar en los poros do la matriz del gol, pa

san rápidamente por el lecho en. el espacio que rodea las partícu

las del gel y son eluídas en una zona cercana al principio del pe! 

fil de elucido. Por otro lado, las moléculas que pueden difundir 

por los poros do la matriz son retardadas en su migraciión u tra

vés del locho. El grado de retención está inversamente correlacio 

nado con las dimensiones moleculares: por lo tanto las moléculas 
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más pequefins son las más tardadas y por lo mismo, son lns últimas 

en emerger del locho. 

Existen diferentes tipos du fases estacionarias para cro

matografía en gel; la eficiencia do la separación proporcionada -

por cada una está determinada principalmente por sus cnrncteríst! 

cas físicas (20). Las m1ís importantes de ellas son el límite do -· 

exclusión, ol rango de í'racc.!.onnmicn·~o, el tamaíio de pari.ícul1i, -

la formad(~ pn.rtJcula y ln. retención de agua y otros disolvente~;. 

Las características deseadas un el medio usado en filtra

ción molecular son: 

1) La falta de reactividad quími:x:u en la matriz 

2) Bajo contenido de grupos iónicos 

3) Poro y tnmafio de partícula uniforme 

4) Amplio rango de tamaño de partícula y de poro 

5) Alta rigidez mecánica 

Se cuenta ahora con diferentes tipos de fases que cubren 

en mayor o menor grado estas características. Estos son: 

a) Geles de polidextrán 

b) Geles de poliacrilamida 

e) Geles de agarosa y agarosa-acrilamida 

En 1968, Davison (21) estudi6 el comportamiento de varias 

proteínas en diferentes modios do filtración molecular. Encontró 
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que muchos proteiuns son completnmente dosnnturnlizudus y separn-

dns en las cndenu~ polip,ptídicao que las componen utilizando so-

luciones do cloruro de guanidinio 6 mol que contenga agentes re-

ductores. (22). Bajo estu9 condiciones, lus cadenas adoptan unu 

configuración parecida u un enrollamiento al azar. A~í, las cado-

nas polipeptidicas de pesos moleculares desde 2000 a 1000 opa, 
puoden ser eluí<las de columnas de agarosa al G % y separadas do -

acuerdo u su poso molecular. 
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IV. OB.JETI\l'ü 

En este trabajo se pretende hacer una evalunci6n tdc

nico-econ6micn del mdtodo propuesto pura purificar el extrac

to que contiene la proteína híbrida p-galnctosid~sa-cudena A 

de insulina, antes do somctcr111 n l.a ruptura. con bromuro dn ·

cianógeno. Los indicador<):; que se Lornn.ní.11 en cucnf.'.1, r•on ol -

gusto du bromuro de cianógeno por miligramo dv proteína tipo, 

fronte nl gusto dol proceso de purificación. 
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V. MATERIALES 

A. Equipo 

1.- Aparato do Ultrasonido MSE Soniprep 150 

2.- Agi tntlor magnético con regulador de ·Lempera.tura, 

Sybron Tipo 1900 

J.- Centl'íf11ga Beckmnn Mod .. J2-21 

11.- Spectronic 21 llaush &. Lomll 

5. - Potenciómetro digital Be e lona u Mod. J500 

6.- Colector automdtico MulLirac LKD Bromma 2111 

1.- Uv]corcl s LKB llromma 

8.- Hcgistrador LKB Bromma 

9.- Cámara ele elcctroforcsi i; 

10.- Espectrofot6mctro DU-8 

ll. Heactivos 

1 .- Cloruro do gunnidinio 

2.- p-mercaptoetanol 

2138 

2210 

Bio-Rad Mod. 

llocl\man 

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

220 y 221 

4.- Reactivos para lu determinación de proteínas por el 

método de Lowry 

5.- Reactivos electroforesis 

6.- Sepharoso Cl 68-200 

7 .- ~ -galactosid.nso. 
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8.- Solucidn amortiguadora. do lisis (SAL), de 111 siguiente 

composicidn: 

Tris (hid roximcti lamino )mota.no 

Cloruro 11e sodio 

Acota.to de magnesio 

19 -morcupLoc"Lttnol 

Glicorol 

Agua e b11 

C. Ma.tcriul Biol6gico 

2.42 g 

11 .68 g 

2.1'15 g 

0.06 ml 

5.0 ml 

100.0 ml 

Po.quoto celulo.r obi>onido de la cepa MX614 pBR21 3 

Las técnicas conocidas en ingeniería gondticn pormitio

ron obtener un gen que codifica pnrn la ~-gulactosidnsu, en cu 

yo extremo so hu unido la rcgi6n de ADN que codifica pitra lii -

endona A o D de insulina.. La Lruducci6n do esto mensaje gcneru

r4 una proteína híbrida que constar4 de casi toda lup-galacto

siduso y una de las ca.donas do insulina fusionada en el extremo 

carboxilo terminal do la. misma. por un residuo de motionina. 

Se eligió la cepa MX614 porque no produce ninguna pro

teína de peso molecular igual al do la p-galactosidusa, lo 

cual es importante dado que la. cuantificación do la proteína 

híbrida. se llevará a cabo por densitometría del extracto celu

lar (23). Se utiliz6 el medio M-9 con glucosa porque en esto -

se observó una biosíntcsis do proteína máxima. 
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VI. PARTE gx.PERIMEN'l'Al, 

Como fué descrito on ol plurl'Loamionto del probloma, so 

trutu do ovu.luar el métotlo propuesto de purifi cn.ción del oxtrac·Lo 

enriquecido do proteína híhridn A untes de someterlo a ln. ruptura 

con bromuro do cianógeno. 

El trabajo oxpurimcntnl dosurrolln<lo consta <le varias 

etaptts: 

1. Uuph1rn celular 

2. Extracción de ln protoina híbrida A 

3. Pnrificnción del extrae-to por fil t.rn.ci6n en gel 

1 , H.upturn. Celular 

Do 1n cepa MX614 pBR213 se obtuvo el paque·te celular que 

fue procesado a fin de obtener un extracto de proteína híbrida, -

que postoriormonto fue purificado. Debido a que la localización 

de la proteína híbrida es intracelular, es necesaria la ruptura -

celular para obtenerla en suspensión, Esta ruptura se lleva a ca

bo por ondas ultras6nicas. 

Con lotes anteriores so había comprobado la eficacia de -

resuspender las células en una solución amortiguadora de lisis, -

(SAL, cuya composición so indica on la sección de materiales), P! 

ra someterlas a la ruptura por medio de ultrasonido. La proteína 

híbrida, a diferencia do algunas otras proteínas colularos, perm! 
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noco insoluble en ostn solución y os luc~o oxtraídn con cloruro -

do gunni.dinio ú mol. Ahora b.icrn, tlü prohó ln altornat.iva do cm -

ploar rrn voz do os\,11 Holución do ruptura, unn solud6n do cloruro 

de guanidinio 1.5 mol, y dcsi11\,ogrnr en olla las célulns, con ob

jeto <le vtn· si el cloruro do guanicllnio n 0sta eoncontraeión lo

graba so lubi li.z a1' en mayor proporción oi;1'11~; protní11a:; rpw se on-· 

cuentrnn en la misma :mspP.1rnión, y o!iioner así, una fro.cci6n llo 

proteína hJhridn m1fo 1 i\Jrc dr olraEi proi,eJn;1:-: . .Por <.>sto, el poqu'.: 

to colulor original se dividid en doM lotos: A y B, que fuoron -

tratados do diforonto forma: 

LOTE A. So pesaron 40 g do c6lulas y sa suspendieron en 80 ml -

de so lución do cloruro do guauidinio 1 • 5 mol, husta o b

tener una suspensión homogóno<t. 

LOTE B. 5 g do células do la misma copa so suspendieron on 10 -

ml do solución amortiguadora do lisis (SAL), hasta obto 

nor una suspensión homogénea. 

Los lotes A y U se mant11vicron on agitador magnético en -

cuarto frío durante cuo.tro horas. Pasado este t,iompo so procedió 

a romper con ultrasonido ol loto A y el n durante 15 minutos a in 

tervnlos de un minuto. 

La proteína que nos interesa, como ya fué indicado, so en

cuentra, junto con otras proteínas, en la fracción insoluble y se 

le sopara por centrifugación n 15 000 rpm durante 30 minutos. Al -

imquete so lo hizo un lavado utilizando un volumen igunl al clcl -

sobronadante separado y empleando la solución respoctiva.'So con-
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trifugó nuevamente a las mismas condiciones. Se separan sobrena -

dante y paquete. 

2. Extracción de la proteína híbrida A 

En esta parte dol procedimiento, ambos lotes se trataron 

de la misma forma: i;e procedió a extraer la proteína híbrida A 

con una solución do cloruro de guanidinio 6 mol, (conteniendo 1 'J~ 

de ¡J-mercaptoe timol). Cada uno de los paquetes ohL<rnidos so ro

suspcndió en un volumen determinado do solución, calcularlo por la 

rclaci6n 40 ml de cloruro do guanidinio por cada 15 g de peso hd

medo. 

Se dejaron los lotes A y B en agitación magn6tica para 

homogeneizar durante 20 horas. Se centrifugaron a 20,000 rpm du

rante 90 minutos. So separaron los sobrenu<lantos con cuidado de -

no acarrear parto do la fracción insoluble. Esta dltima so somete 

a una segunda ext.racción .agregando el mismo volumen do cloruro do 

gunnidinio. 

Uusta este punto, so reunieron las muestras indicadas a -

continuación, que fueron tomadas en la etapa correspondiente. Las 

muestras tomadas se dializaron contra agua destilada. Se los hizo 

determinación do proteínas por el método do Lowry (24), y olectr~ 

forosis en placa do gol de poliacrilamida al 11 % según Laemmli -

(25). También se pr~sontan a continuación, las fotos de los geles 

obtenidos. 
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Muestras tomadas: 

LOTE A. Dosintograci6n celular en GuHCl 1.5 mol 

a) Suspensión colular antes do la ruptura 

b) Suspensión celular desintegrada 

e) Primer sobrenndnnto 

d) Primer paquete 

e) Segundo sobrenudnrrte 

f) Segundo paquete 

g) Sobronadanto 1u. extracción 

h) Paquete primera extracción 

i) Sobronadnnto segunda extracción 

j) Paquete segunda extracción 

LO'fE B. Desintegración celular en SAL 

a) Suspensión celular antes de ruptura 

b) Suspensión celular desintegrada 

c) Primer sobrenadante 

d) Primor paquete 

e) Segundo sobronadante 

f) Segundo paquete 

g) Sobrenadanto primera extracción 

h) Paauc-te primera extracción 

i} Sobronadante segunda extracción 

j) Paquete segunda extracción 
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3. Purificación clcl extracto 

Como se bn mencionado, el objetivo de este paso consiste 

en separar la proteína híbrida A del rosto de las protelnas celu

lares presentes en ol extracto obtenido, con objeLo de obtener un 

menor n6mero de contaminantes al romper con el tratamiento de br2 

muro de cianógeno, y así facilitar la purificación de la cadena A. 

F.l extracto obtenido con cloruro do gun.nidinio (, mol so !JO

meto a purificación utilizando el m6todo do crom~tografía por PºE 

mención en gel. Cnrno hasLa esl.e pnnto fil) cuonLa. con dos lot.es en 

el mismo ti.podo ~;olución, (Cloruro de guanic1iuio 6 mol), sólo se 

procedió a la purificación de uno de olloe, el A, siendo evi<lonto 

que el otro extracto se comportarlu del mismo modo si se Lrabaju

ra con él. 

Inicialmente se corrieron numerosas muestras, haciendo va 

riaciones en ol empaque, eluyente y flujo utilizados. De todos los 

empleados, los mejores resultados se obtuvieron al utilizar las -

siguientes condiciones: 

a) Empaque: Sephurosc Cl 6B-200 (Sigm1~) 

b) Dimensiones: 1.2 cm X 87 cm 

c) Eluente: cloruro de guanidinio 6 mol 

d) l1lujo: 2 ml/H 

La columna utilizada se integr6 a un aparato colector au

tomático, (el tipo y las partos del mismo se indican en ln secci6n 
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de matorinles). A continuaci6n se muestra el perfil de eluci6n -

obtenido. 
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Cuantificaci6n do la proteína híbrida. 

La cuantificación de la proteína híbrida so llev6 a cabo 

por densitometrín cu los gnles teñidos de poliacrilamida según -

Fishbe in ( 23), utiJ izando un aparato espectrofotómetro Dockman -

DU-8. En general, el método consiste en someter las fracciones -

de interés a eloci.roforesis s<1gún f,aemrnli (25), y después tefíír 

los geles con nzul de Coomnsie. El método densitorndtrico propor -

cionu una gráfica de la intensidad y tamaño de las bandas corres

pondientes 11 cada una do las pro·teínas en el gel. Al obtener el -

4rea bajo la curva se obtiene la proporci6n correspondiente a la 

proteína híbrida con respecto a las demús. 

Así, en primor lugar se corrió una curva. estandar de f'-ga.

lactosida.sn, obteniéndose por densi tomet.ría las sigui.entes áreas: 

f g p-galactosidasa Aron 

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 mátodo de mínimos cuadrados, 

se obtiene l~ ocunci6n: 

y 0.940 X - 0.202 donde: X:; f g de p-galactosidasa 

Y: área 

Para cuantificar la proteína híbrida obtenida en cada 

fracci6n eluídn, se realiz6 la electroforesis en placa de gel de 

poliacril.amidn al 11 'fo (25). Le~ dcnsi tometría del gel teñido pr2 

porcionn los valores de 'rea de los picos correspondientes a ca-

da proteína. Posteriormente se calcula la concentraci6n corres -

pondiente a cada valor, utilizando la ecuaci6n corregida de la -

curva esbdndar previamente corrida. 

CARRIL AR.EA ~g PROT µg % PROT 
!IIBilIDA TOTALES HIBRIDA 

Pro t. 
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 

fr1ic. 29 0.586 0.838 1.595 52.54 

frac. 30 0.444 0.687 1.443 47.61 

frac. 32 0.221 0.450 1.247 36.09 

frac. 33 0.363 0.601 4.253 14.13 

DENSITOMETRIA DEL PERFIL DE ELUCION 
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Ahora bien, la donsitomotría proporciona la concentraci6n 

do proteína híbrida presente en cada muestra aplicada a la elec -

troforesis. Sin embargo, cada muestra aplicada es s6lo una al[ -

cuota do lu fracción eluída de la columna, por lo que es necesa -

rio calcular tambi6n la cantidad de proteína híbrida que se tieno 

en cada fracci6n completa. El cuadro siguiente muestra el proced! 

miento seguid.o 1inra realizar este cálculo" 

MUES'l'RA ~ PROT f:l APLICADOS PROT IIIB VOL TO'l' mg TOTALES 
DRIDA ELECTROFOR. ¡ig/¡J.1 FRACC. 

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 o. 601 15 0.040 2.2 0.088 

CANTIDAD DE PRO'rEINA HIBRIDA OBTENIDA EN CADA FltACCION 

ELUIDA DE LA COLUMNA 
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De esta manera, uhorn se calculará .Ln recuperaci6n de -

proteína híbrida que ne va alcanzando on las fracciones sucesi-

vas 1 en base a la cantidad Lota l de proteína hibrid1~ a.plicaclo. a 

la columna, ( 1 . 375 1~g), dnt.o que también se obtuvo por el auáli 

sis dousitom6trico. 

FRACCION PRO'l' HIBRIDA % 
{mg) RECUPERACION 

27 0.276 20.07 

28 0.563 61 .02 

29 0.157 72.43 

30 o. 119 81.09 

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 objetivo primario de esto trabajo lo consti 

tuyo la evaluaci6n del método do purificaci6n propuesto, a lo -

largo del proceso experimental se obtuvieron datos que también 

constituyen objeto de análisis en esta discusión. De mod.o que -

la misma se desarrolla abarcando diferentes puntos. 

1. En la prirmra etapa de la parte experimental, (ruptura cel~ 

lar), fué indicado que se prob6 la eficacia do la utiliza -

ción de una solución de cloruro de guanidinio 1 .5 mol para 

romper las células con ultrasonido, en vez de la solución -

amortiguadora de lisis que se había venido utilizando. A con 

tinuación se presentan los datos obtenidos de concentración 

de proteína híbrida en las diferentes etapas de extracción 

de la misma en ambos lotes. 

Como puede observarse, la concentración de proteína 

híbrida obtenida en el extracto utilizando cloruro de guani

dinio 1.5 mol, no presenta ventajas en comparación con la ob 

tenida utilizando la soluci6n amortiguadora de lisis. (lqtes 

A y B respectiva.mente). 
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% l'IWrnINA IIIBRIDA F.N RELACI ON 
A PIWTEINAS 'rOTALES 

M U H S T ll A 
r.,O'rE A LOTE B 

Suspensión col. 2.46 3.67 

Suspensión de sin-!;. 9.28 7.72 

1 er sobron11d11nte o 1. 31 

·1er paquete B.09 40.23 

2do paquete 6.87 32 .17 

SN ·1a. oxtrncc. 29.70 33.30 

pp 1a. extracc. 5.46 1.84 

2. En la purificación por filtración molpcular del extracto de 

proteína híbrida (sobrenadnnto de la primera extracción), se 

obtuvo el perfil do olución mostrado en la siguiente página. 

El pico B es el que corresponde a la proteína híbrida p-gala~ 

tosidasa-cadona A, y aunque el perfil parece indicar una ro-

solución incompleta de esta fracción, la electroforesis y -

cuantificación de las fracciones colectadas muestra un grado 

de purificación relativamente aceptable, no obstante que no 

so aprovechen todas las fracciones. Es decir que, aunque en 

la purificación es recuperado un alto porcentaje de la pro

teína híbrida aplicada, (91 .64 %), sólo las tres primeras -

fracciones son ·importantes, pues el resto contiene muchas -

otras proteínas, y a esto nivel so alcanza una recuperación 

del 72.43 %. Al calcular la concentración relativa de prote! 
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na híbrida en la mezcla de estas fracciones, vemos que ósta 

es del 82 %. 
La siguiente tabla presenta los resultados de purificaci6n 

y recuperaci6n de las fracciones analizadas. 

FRACCION % RECUPERACION % PURIFICACION 

27 20.07 95.76 

28 61.02 98.53 

29 72.43 52.54 

JO 81.09 47 .61 

32 85.23 36.09 

)) 91.64 14.13 

PURIFICACION Y RECUPERACION DE LA PROTEINA 
HIBRIDA 

J. Finalmente, comparemos ahora las dos alternativas: por un -

lado la purificaci6n de la proteína híbrida de los dem~s 

contaminantes protéicos, para así favorecer la obtenci6n de 

la cadena A tras sulfit6lisis oxidativa y rompimiento con -

bromuro de cianógeno, Y por otro lado, el tratamiento con -

bromuro de cianógeno sobre la proteína híbrida sin que ~ata 
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haya sido previamente purificada. 

A fin de poder hacer la comparación, necesitamos pr! 

mero algunos datos de la cuantiticaci6n del proceso total: 

GRAMOS DE CELULAS ORIGINALES A 40 g 

SOBRENADANTE la. EXTRACCION D 11 O ml 

CONCENTRACION DE PROTEINAS 
TOTALES EN ESE EXTRACTO e 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 purificación do la proteína híbrida. 

J.1 Purificación de la proteína híbrida A. 

Un gramo de células dá lugar a 2.75 ml de extracto. Estos -

2.75 ml proporcionan 10.35 mg de proteína híbrida, de los -

cuales, al someterlos a filtración en gel, se recupera un -

72.43 %, con una concentración de proteína híbrida del 82 %. 
De modo que la cantidad total de proteínas después de la p~ 
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rificación sería de 9.14 mg 

11 O ml sobrenadant.e : / 
40 g células 2 · 75 ml g 

12.58 mg Proteínas X 2.75 ml SN = 34.595 mg Prot. Tot. 
1 ml SN 

34.595 mg - 100 % 
10.35 mg - 29.92 % 

(Pi'ot. Totales) 

(Prot. Híbrida) 

Así, 10.35 mg de Proteína Híbrida son extraídos a partir de 

un gramo de células, y sometidos lt filtración en gel, de 

donde se recupera el 72.43 % : 

10.35 mg - 100 ~G 

7.5 mg - 72.43 % 

Estos 7.5 mg obtenidos después de la filtración en gel, repr~ 

sentan el 82 % de las proteínas presentes, de modo que el to-

tal de las proteínas es de 9.14 mg : 

7.5 mg - 82 % 

9.14 mg - 100 % 

Considerando que on el tratamiento de ruptura con bromuro de 

cianógeno se ne~esita agregar 1 .3 g de este reactivo por ca

da grumo de proteína total, entonces la cantidad de bromuro 

de cianógeno necesaria para romper la proteína híbrida puri-



- 53 -

ficada a partir de un gramo de células sería de 11.88 mg. Por 

otro lado, analicemos ahora la segunda alternativa, 

3.2 Ruptura con bromuro de cian6geno de la proteína híbrida sin 

pasar por filtraci6n molecular. 

A partir de un gramo de cdlulas, (que es nuestra base de co~ 

paraci6n), se obtienen 2.75 ml de extracto, los cuales con

tienen 34.595 mg de proteínas totales. Do modo que para rom

perlas con bromuro do cian6gcno se necesitan 44.97 mg del -

mismo. 

De acuerdo con el análisis anterior, tenemos que para 

cada gramo de celulas procesado se requiere diferente cantidad -

de bromuro de cian6geno, dependiendo do la alternativa empleada: 

a) Por un lado se necesitan 44.97 mg dol reactivo en el proceso 

de ruptura directa, el cual proporciona una concentraci6n do 

proteína híbrida del 29.92 % 

b) Por otro lado, en ol tratamiento de purificaci6n se alcanza -

una concentraci6n de proteína híbrida del 82 % y en el trata

miento posterior con bromuro do cian6geno se requieren sola -

mente 11.88 mg del mismo. 

Esta comparación muestra que en la t.écnica empleada do -

filtraci6n molecular para la proteína híbrida, se alcanza un ma-
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yor enricprncimiento de la misma, lo cuid. trae como consecuencia -

una menor cantidad nocesaria do bromuro do cianógeno, y por cons! 

guion Le, 111111 disminución en el costo clel mismo. Además es muy im

portn.nte considerar otro aspecto: el de seguridad induwLrirü, so

bro todo si so tomo on cuontn que el escalamiento del procoso au

tomáti camonto implica un aumento en la cantidad do bromuro de cia 

nógono empleado, que es mucho mayor si se realiza la ruptura en 

ln protoina sin purificar, siendo considerablemente más serios 

los problemas do riesgo do toxicidad en esto caso. Los efectos 

tóxicos dol bromuro de cianógeno son similares a los del ácido 

cianhídrico: altas concentraciones pueden producir puro respirat~ 

rio, en menor cantidad se produce dolor de cabeza, v6rtigo, náuseas 

y vómito. La exposición crónica por largos períodos puedo causar 

fatiga y debilidad. La exposición a 150 ppm por media hora o una 

hora puede arriesgar la vida. La muerte puede presentarse en po

cos minutos con una exposición a 300 ppm. 'La dosis letal es de 

50-60 mg (32), 

Ahora bien, 'en cuanto al costo del proceso de purificación 

tenemos que utilizando cloruro cloruro de guanidinio BRL y Sepharo

se Cl 6B 200 Sigma, ol proceso efectuado tiene un costo do $8760.00. 

Y el mismo proporciona una proteína híbrida bastante enriquecida, 

cuya posterior ruptura con bromuro de cian6geno se ve facilitada. 

Del otro modo, la ruptura de la proteína híbrida sin purificar 

requiere on primor lugar do cantidades mucho mayores de bromuro -

de cianógeno, además de que la cadena obtenida necesita ser some

tida después a otros procesos do purificación. 
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Actualmente, (al tiempo que se termin6 este trabajo expe

rimental), so están estudiando otras alternativas en el proceso -

de obtenci6n de cada una de las cadenas para la producci6n do la 

insulina humana biosintética, para elegir la más adecuudu de ellas. 

Desde otro punto de vista, es importante recalcar la tras

cendencia del proyecto. En primer lugar, sabernos que en México -

el aumento de incidencia do la diabetes mellitus, provoca una 

gran demanda de la hormona. En 1981 se importaron en nuestro país 

2,556 kilogramos de insulina, cuyo costo fu6 de 744,686 d6laros. 

Al año siguiente Ja cantidad aumentó u 11 ,967 kilogramos, a un -

costo do 1444,753 dólares. Hasta 1981 esta importación procedió 

de Estados Unidos, Argentina y Brasil. En 1982 Holandn se sum6 a 

la lis"tn. 

Estos datos hablan por sí mismos, e indican la importancia 

de contar con otra fuente de obtonci6n de insulina: la tecnología 

del ADN recombinante. El avance que se está obteniendo en el cam

po de la biotocnología es constante y enorme, y parece ser que su 

potencial es ilimitado: tienG aplicaciones en úreas tales como la 

salud, los alimentos, la energía y la contarninaci6n. 

En los últimos afias se han crGado cerca de 200 compafiías 

privadas dedicadas a la ingeniería genética en Estados Unidos y 

Europa Occidental; ahora vemos como en Mexico también surge el -

serio interés en el desarrollo y aplicaci6n de la biología mole

cular. 
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Por otro lado, ln insulina representa n~onas ol primer pr~ 

duc·Lo clinicarnente útil ob-tonido con esta ·tecnología, de modo que 

las perspectivas son muy amplias, 
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CONCLUSIONES 

Se estudi6 la posibilidad. de purificación do la proteína 

híbrida p-ga.l!ictosjdasa-cadena A de insulina, como a.Hernativc. 

en el proceso de obtención de la cadena A de insulina lnununn hio 

sint6t.ica, 

La metodología propuesta facilita etapas posteriores del 

proceso d11 ohtenci6n ele la hormonn, como son 111 ruptttr11 con bro

muro do ciandgono y la posterior purificación de la cadena A. 

Los datos obtenidos servirdn como indicativos y como pun

to de comp1iración parn que con otros i.rabnjos que ya sv es·tán lle 

vando a ca.bo, se establezcan las mejores rutas a seguir en el pr~ 

cedimiento global. 

La creciente demanda de insulina. en México, hace evidonto 

la importancia du contar con otra fuente de la hormona. lle aquí -

la trascendoncia del ¡>royecto de obtención de la Insulina Humana 

Biosintéticu, 
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