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INTRODUCCION

Es de suma importancia para el pais, desarrollar técnicas propias que ayuden a ;tesol-
ver problemas de trascendencia social, en las dreas de salud, alimentos, energéticos y conta-
minaciéon ambiental, ampliar las posibilidades de avance técnico y cientifico para indepen-
dizarse cada vez mis por medio de 1a investigacion. De lo anterior se desprende la genera-

cidén e impulso de nuevos conocimientos como lo es el campo de 1a Ingenierfa Genética.

En afio 1973 se realizaron experimentos con ADN recombinante y clonacion mole-
cular, dando lugar al desarrollo de técnicas que permitieron, transferir genes de cualquier
origen a microorganismos. Estos avances ¢n genética y sintesis de nucledtidos, poseen un
elevado potencial para el desarrollo de cepas de microorganismos que codifiquen la sintesis
de proteinas y hormonas de diferentes mamiferos, de acuerdo al gene introducido en dicho

microorganismo,

Los éxitos de 1a recombinacion artificial del ADN, estdn revolucionando el campo de
la microbiologia industrial, de los cuales el sector de productos farmacéuticos es el mas favo-
recido antibiéticos, vacunas, enzimas y vitaminas, considerdndose ademds que estos produc-
tos serdn de mejor calidad y que su costo de produccién disminuird por el simple hecho de

evitar procesos quimicos complicados de elevado consumo energético y contaminante.

El primer ejemplo de la aplicacion de esta tecnologia, es la sintesis de insulina hu-

mana, recientemente reportada por Goeddel, et al. (1).
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ANTECEDENTES:

La insulina es una de las hormonas mas estudiadas. Se sabe que desde 1788 el médico
Cowley (2), observd una relacion entre los disturbios en el funcionamiento del pancreas y la
diabetes mellitus, enfermedad muy compleja que afecta varios cientos de millc:nes de per-
sonas, y se caracteriza por un elevado nivel de glucosa en sangre y orina, la cual se excreta
por orina cuando el nivel excede la capacidad de reabsorcién del tabulo renal. En 1889 se
demostrd (3), que la diabetes mellitus se inducfa al extirpar el pincreas. Con este antece-
dente, en 1900 (4, 5) se dieron cuenta que la sustancia pancredtica responsable de la caida
del ﬁivel de azicar en sangre se formaba en las células de los islotes de Langerhans, por esta
razén la sustancia desconocida fue llamada insulina. Trabajando con gléndula pancreitica
de buey, Banting, y colaboradores (6), y con la colaboracidn del bioquimico Collip (7), pre-
pararon un extracto activo del pincreas, que al ser administrado en perros que se les habfa
extirpado el pdncreas, les alivio los sintomas de la diabetes mellitus, Desde entonces se han
publicado varias preparaciones que contienen este principio activo, para usarse en ¢l trata-

»

miento de dicha enfermedad.

En 1926, se aisl6 una sustancia cristalina a partir del pincreas (8), la cual tuvo un alto
grado de actividad insulinica, esto fue materia de gran interés para probar si era la responsa-
ble de 1a actividad o un constituyente inerte, que podia haberse asociado a la hormona en
el proceso de cristalizacion. Posteriormente se reportaron variaciones en la actividad fisio-
16gica de varias muestras de insulina cristalizada por el mismo método y por diferentes inves-
tigadores. Se realizdé un estudio a fondo para encontrar cvidencias sobre esta variacion, y Ia

conclusién fue que la actividad era uniforme para todas las muestras, y que las diferencias



encontradas por los otros investigadores se debian a los métodos de medicion.

Desde entonces el proceso de cristalizacion se convirtié en un aspecto muy impor-
tante y varios investigadores se dedicaron a su estudio (9-22), aportando amplia informacién
sobre el comportamiento quimico de 1a insulina, lo cual condujo en el afio de 1955 ala elu-

cidacion de su estructura y secuencia de aminoacidos por Sanger (23), Fig. (2).

2.1 Estructura primaria.
En forma general, la insulina _consiste de dos cadenas peptidicas A y B, las cuales se
encuentran unidas por tres enlaces disulfuro que comprenden residuos de cisteina, dos de
los cuales unen los residuos 7-7 y 20-19 sobre las cadenas A y B respectivamente, el tercero

forma un puente intracadena uniendo los residuos 6 y 11 del péptido A (24).

Aunque su actividad biolégica es siempre la misma, todas las moléculas de insulina
aisladas de difcrentes especies animales, varian considerablemente en la composicién de
aminodcidos (25) (Tabla 1). La mayoria de las variaciones entre las especies de insulina con
actividad bioldgica similar, se encuentran en los aminofcidos A8-10 debajo del puente disul-
furo, A12-15, B1-3, v B30, a estas porciones probablemente no se deba la actividad de 1a
hormona. Posiblemente los residuos de histidina y serina sean importantes para la actividad
biolégica, la insulina de bacalao contienen poca cantidad de serina e histidina, esto con-

cuerda con su baja actividad biolbgica (26).

Se han encontrado grandes diferencias en las insulinas de mamiferos, por ciemplo, las
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Fig. 2 Molécula de Ia Insulina Humana



insulinas de rata y cuyo, difieren de la insulina de puerco por mds de 17 de 51 aminoicidos
(27). Por su estructura y composiciéon similar a la humana, la insulina porcina se ha em

pleado en el tratamiento de la diabetes mellitus (28-31).

ESPECIE CADENA A CADENA B
Oveja Alag , Glig, Val, 5 Alas,
Bovina Alag, Val;, Alap
Conejo ———— - Sexse
Porcina = === e Ala, o

TABLA (1). Diferencias en la secuencia de aminoicidos de algunas especics
con respecto a la insulina humana

2.2 Relacién estructura actividad.

" Por medio de reacciones sc intentd encontrar la relacién entre estructura quimica y
actividad bioldgica (32), suponiendo que si un grupo funcional no es esencial en la actividad
de la hormona, el modificarlo quimicamente, no debe influir en su accion bioldgica. Encon-
trindose que no s¢ requieren los grupos amino de los aminodcidos terminales ¥ los amino

epsilon de los residuos de lisina, ya que su acetilacidn no causa pérdida en la actividad biol6-



gica. De modo semejante la remocion de 1a amida en la asparagina terminal de la cadena A
no tiene efecto, aunque la remocion del dcido aspértico mismo causa pérdida completa de la
actividad. 1a remocidn del octapéptido terminal de 1a cadena B inactiva a la insulina, aunque
la remocién del carboxiaminoicido terminal de la misma B30 no afecta la actividad. Los
grupos hidroxilo alifiticos de serina y treonina se pueden modificar por sulfatacidon con poca
pérdida de la potencia, mientras que los grupos hidroxil - fendlico, imidazol de la histidina, y
grupos carboxilo son esenciales para la actividad. Aungue la mayor parte de las cadenas se
pueden modificar sin interferir con la actividad. La reaccidn de los mismos sitios con molé-
culas suficientemente grandes para producir impedimento estérico puede causar iq;cti-
vacibn. También se sabe que los enlaces disulfuro son de vital importancia parala actividad'
hipoglucémica de la insulina, ya que se ha demostrado que el rompimiento de cualquicra de '

los tres enlaces provoca la pérdida completa de la actividad (33).

Estructura secundaria y terciaria de 1a Insulina.

Las estructuras secundaria y terciaria de 1a insulina porcina y bovina fueron determi-
nadas por cristalografia con rayos X (34). Estos estudios indican que la cadena A de la mo-
{écula es la mas expuesta, incluyendo el puente disulfuro A,-;,, que posiblemente toma
parte de la actividad hormonal, (Fig. 3). La cadena B se encuentra en la porcion interna de
la molécula; el enlace no covalente entre las cadenas B, B, 4 es responsable de 12 forma-
cién del dimero de la insulina y probablemente de polimeros supcriores. El héxamero cris-
talizado de 1a insulina se forma por la coordinacion de tres dimeros alredcdor de dos dtomos
de cinc. Cada i6n de cinc estd en contacto con tres residuos de histidina B, 4, otras contri-

buciones a la estructura del hexdmero pueden ser las interacciones del idn cinc con tiro-



sinas, enlaces hidrégeno entre los dimeros, particularmente de los residuos de 4cido gluta-

mico.

Fig. 3. Estructura del dimero de insulina. Cadena A sombreada;
Cadena B sin sombra. de Adams, et. al (1969)

La insulina en solucidn sufren un fendmeno de asociacién y disociacién estructural, el
cual varia con la temperatura, concentraciéon y pH (35). ‘La unidad estable en solucién
acuosa de insulina, cinc, abajo de pH=2 es un dimero y se encuentra como mondémero en
acido acético al 30P/0 a un pH=4 a 7, Ia proteina es generalmente insoluble debido a la for;
macion del hexdmero, a pH=7 a 9 la insulina puede tener un peso molecular entre 36000 a
48000. Las recientes observaciones establecen que la insulina libre de cinc tiehe un peso
molecular de 12000 en medio 4cido, pero se disocia a un peso molecular de 6000 entre pH=

8-9 (36).



2.3 Quimica del enlace disulfuro,

El enlace disulfuro Gne entre s{ a dos cadenas paralelas mediante Jos residuos de cis-
teina. este enlace es relativamente estable y no se rompe facilmente en las condiciones
usuales de desnaturalizaciéon. El tratamiento con dcido perférmico empleado por Sanger
(37). Oxida tos enlaces S-S de la insulina separando las cadenas polipeptidicas que la consti-
tuyen, sin afectar las otras partes de la molécula. Esta reaccién de rompimiento de insulina

se puede llevar a cabo por oxidacién o reduccion de los puentes disulfuro de la cisteina Fig,

R H-CO---  ---NH-CH-CO--- - --NH-CH-CO---
Hy 2
SOgH 0X. ) red.
SO3H  red. ] |
“CHy CHz
---NH-CH-CO---  ---NH-CH-CO-~-  ==-NH-CH-CO---
Fig. 4

La oxidaciéon de un grupo sulfhidrilo de la cisteina a un grupo disulfuro de la cistina
se efectia facilmente en oxigeno atmosférico en presencia de trazas de iones metélicos (i6n
cobre), pero cuando se trata la cisteina con agua de bromo, la oxidacién va mas alld del
estado disulfuro, y el grupo sulfhidrilo se convierte en dcido sulfénico. Otra reaccién im-
portante y caracteristica del grupo tiol, ocurre con metales pesados como mercurio, plata,

con los que forma mercapéptidos.

E! rompimiento de insulina también se logra empleando un agente reductor, por



eiemplo mercaptoetanol (Fig. 5).

GG S G
| A [ ] A

s S SH §

I 7 HO-CoH,-SH _ H

; B ‘_* TH TH B

Fig. 5 Rompimiento de insulina por un agente reductor

También ocurre ¢l rompimiento de los disulfuros con sulfito de sodio (38-40), en pre-
sencia de un agente oxidante suave como tetrationato de sodio (sulfitolisis exidativa). Asi,

los enlaces rotos de las cadenas A y B se convierten a los correspondientes derivado S-sulfo-

nados (sales de Bunte), (Fig. 6).

A-S-S-B S03 A-SH + B-S50;
en exceso
B-SH + 4 -5S03

sales de Bunte

insulina
formas
reducidas o S-~sulfonatos

agente oxidante
tetrationato de sodio

Fig. 6 Sulfitélisis oxidativa

Dentro de esta reaccidon se sabe que el puente intracadena es més diffcil de atacar que

los otros dos puentes disulfuro, 1a reaccion se lleva a cabo en un medio desnaturalizante para
lograr el rompimiento completo. Los péptidos S-sulfonados son los suficientemente estables

10



para su purificacion (32, 39), ademis que ficilmente pueden transformarse tanto a sus co-
rrespondientes formas reducidas (A-SH, B-SH), asi como a sus formas oxidadas (A-5-5-B),

propiedad gue se emplea para la sintesis de disulfuros, (40, 41). 7

2.3.1 Asociacion de cadenas A y B (Sintesis de disulfuros).

Se ha establecido que Ja asociacién de cadenas A y B para formar insulina, puede lle-
varse a cabo por combinacién de cadenas tanto de origen natural (42-45), como sintético
(46, 47), inclusive se han preparado insulinas semisintéticas coastituidas por cadenas de
origen natural y sintético (48). De los muchos intentos por regenerar la hormona natural,
solo algunos son Utiles. Por ejemplo, 1a regeneraciéon oxidativa a partir de productos redu-
cidos puede conducir a un gran namero de productos; monoémero, oligbmeros y polimeros
e insulina. Asi Ia probabilidad de la unién correcta por la oxidacidn simuitinea a partir de

cada una de las cadenas reducidas es muy baja (Fig. 7).

Por otro lado, algunos investigadores, (40, 49) fueron capaces de reasociar insulina
a partir de las cadenas en forma de S-sulfonato (38-39). Las cadenas inactivas fueron re-
ducidas en exceso de mercaptoetanol y precipitadas como cadenas - SH reducidas. Cuando
los precipitados fueron mezclados y oxidados con aire a pH=8.5 a 9, se obtuvo insulina con

un rendimientode 1 a 2%/.
Variando Ias condiciones de reaccion, el rendimiento se¢ fue incrementando inicial-

mente de 5 a 10%0 (49, 50), y asi Tsou y colaboradores (51), reportan un rendimiento del

§0°/0 empleando cadena A, en un exceso de! 50°/o a pH=10.6 para evitar agregacién de ca-

11
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Fig, 7 Probables combinaciones entre las cadenas A y B de 1a insulina.



denas individuales. La mezcla de reasociacién se pasd por filtracion en gel encontrindose
mondmeros, -oligbmeros y polimeros de A, pero muy poco de B. Sin embargo los autores de
artfculos més recientes (52) al emplear este método, reportan rendimientos de soloun 10a

20%.

En forma paralela (53), también reportaron rendimientos del 50°/c cuando se oxidd
la cadena A hasta que un 50°0 de los grupos SH fueron convertidos a grupos disulfuro,
adicionando la cantidad equivalente de cadena B reducida y finalmente completando la oxi-
dzcién a pH=8.9. Por este procedimiento se forma primero el puente disulfuro Ag -, , s0bre
la subsecuente combinacion con cadena B, pricticamente solo se forma insulina, ademds del

isdmero con arreglo antiparalcto, (Fig. 8).

£l rendimiento de insulina se puede incrementar a un rango del 70/ por reaccién de
{a cadena B en forma de S- sulfonato. En este caso probablemente se evita la formacion de

mondémeros y polimeros [Bin, [AB,]n.

5~ eu T"._.su T_—S-S- 'T- g
Wy — f" o $— S

[o) B + [® +

k5 ' -
s s $50; 3503 Wise B

Fig. 8 Asociacion de cadenas Ay B de la Insulina
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La asociaciéon de cadenas para la formacion de insulina, también se ha empleado para
la preparacidén de insulinas semisintéticas, “insulina hibrida", constituidas por cadenas obte-
nidas de diferentes especies o bien empleando cadenas sintéticas y naturales (49, 51, 52, 44,
49), Sin embargo el rendimiento miximo que ha alcanzado hasta la fecha, lo d4d el método
reportado por Katsoyannis, 60-80°/0. Este consiste en reducir el S-sulfonato de la cadena
A, al correspondiente tiol (A-SH) a pH=5 en atmésfera de nitrégeno, empleando como
agente reductor un exceso de mercaptoetanol, de esta forma, la cadena A reducida se trata
en exceso (6: 1) con la cadena B en forma de S-sulfonato a pH=9.6 y a bajas temperaturas

(0-2°C) durante 24 horas, figura 9.

14



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Comé puedz observarse en la figura t el proyecto global implica varias etapas, en cada
una de las cuales interviene un grupo de investigadores. La parte de biotecnologia se encarga
del estudio y produccidn de las cepas microbianas de Escherichia coli. La seccion de inge-
nieria gendtica comprende la producciéon de genes y su introduccibn a las céiulas micro-
bianas, para ta produccion de cada uno de los péptidos que forma la insulina. Elgrupo de
quimica se encarga de la separacién, purificacion de los péptidos A y B, asi como los estu-
dios de reasociacién, purificacion y cristalizacion de insulina. Y finalmente, la parte inmu-
nolbgica, se relaciona con la preparacion de los anticuerpos tanto para cadenas como para

insulina y 1a cuantificacion de la misma.

El presente trabajo corresponde a {a parte quimica, asi, en una etapa inicial, surge la
necesidad de desarrollar la metodologia que abarca desde la purificacion de los péptidos em-
pleados, hasta la cristalizacion de insulina. Una vez establecida, se aplicara a los estudios de
asociacién de los péptidos A y B producidos por bacterias modificadas por inéenierfa gené-

tica,

Para el desarrollo de csta metodologia, serd necesario preparar los péptidos Ay B, a
partir de insulina comercial, debido a que en este momento, los péptidos que se han obte-
nido por fermentacidon microbiologica se encuentran en la etapa de purificacién y en can-

tidades muy pequefias.

15



OBJETIVOS

A). Obtencion de los péptidos A y B por sulfitdlisis oxidativa de insulina comercial

para emplearlos como materia prima.

B). Preparacion de un estandar de insulina libre de cinc, a partir de insulina comercial

para utilizarlo como patrén de referencia,

C). Desarrollar métodos de deteccion, purificaciéon y cuantificacidén de insulina co-

mercial, para aplicarios a la insulina obtenida por fermentacién microbiolégica.
D). Optimizar el método de asociacidén de péptidos A y B para regenerar la insulina.

E). Desarrollar ¢l método de cristalizacion, empleando como materia prima la insu-

lina amorfa, método que s¢ empleard en la insulina obtenida a partir de cepas microbianas,

16



HIPOTESIS

Los estudios que se realizardan en e} presente trabajo seran adecuados para la detec-
cidén, purificacion, cuantificacion y cristalizacién de insulina comercial. Se espera que estos
estudios también sean convenientes para aplicarse a la insulina humana de origen bacteriano,
debido a que ésta puede presentar las mismas propiedades fisicas, qufmicas y fisiologicas a

'

las de la insulina de referencia.

17



MATERIALES Y METODOS
Equipo:
Colector LkB Bromma multirac 211 1 equipado con Uvicord, bomba y graficador
Columnas de cromatografia LKB, Cromaflex y Pyrex de diferentes tamafios y didmetros.
Colorimetro; Sepctronic 21 Bausch & Lomb.
Potenciémetro; Beckman modelo 3500.
Centrifuga; Sorvall RC-5 Instruments Dupont.
Parrilla de agitacion y calentamiento SYBRON Thermolyne 1000.
Vortex; Super-mixer Lab-line Instruments.
Balanza analitica; Basch S-2000.
Microbalanza; Mettler M-5 Instruments A.G.
Liofilizador; CRYOLIZER New Brunswick Scientific.
Cdmara de electroféresis; Bio Rad Laboratories.
Fuente de poder; ISCO y Bio Rad.
Espectrofotometro DU-8; Beckman.
Horno de vacio; modelo Vacuun Oven Presicidbn, G.C.A. Corporation.
Microscopio AO Spencer 20 epuipado con cémara fotognifiqa.
Microscoi)io; ZEIZZ West Germany.
Cromatografo de liquidos de alta resolucion Spectra Physics 8000 B.
Placas de cromatografia en placa fina C-18 Whatman.
Secador de geles; Bio Rad.

Speed Vac Concentrator; sve100h Instruments Inc. Hickville N.Y,
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Reactivos:
Insulina ciﬁc bovina, cristales; SIGMA.
Insulina cinc porcina, cristales SIGMA.
Acido acético R.A.; 1. T, Baker.
Acido sulfirico R.A.; J.T. Baker.
Acido clorhidrico R.A.; J.T. Baker.
Alcohol etilico absolute R.A.; J.T. Baker.
Acetona R.A.; 1. T, Baker.
Acido tricloroacético R.A.; J.T. Baker.
Hidréxido de amonio R.A.; J.T. Baker.
Cloruro de sodio R.A.; J.T. Baker.
Urea R.A.; J.T. Baker, Bio Rad,'y Merck.
Tris (hidroximetil) aminometano R.A.; Merck.
Acido borico R.A.; J.T. Baker.
Acrilamida; Bio Rad laboratories.
Bis-acrilamida; Bio Rad laboratories,
TEMED; Bio Rad Laboratories.
Persulfato de amonio; Bio Rad Laboratories.
Carbonato de sodio R.A.; J.T. Baker.
Tartrato de sodio y potasio R.A.; J.T. Baker.
Sulfato de cobre R.A.; J.T, Baker.
Reactiva de Folin-Cicalteu; Sigma.

Citrato de amonio R.A.; J.T. Baker.
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METODOS
7.1. Cromatografia por filtracién molecular.

La amplia varicdad de geies granulados ha hecho de la cromatografia en columna, el
procedimiento mis comunmentie empleado para la separacion de proteinas. Uno de estos
meétodos es la cromatografia por filtracién molecular; en la cual se toma en cuenta las pro-
piedades del tamiz molecular del gel ¥ la separacion se lleva a cabo por las diferencias en el
tamafio molecular de los péptidos a separar. Las moléculas con peso molecular cercano o
por encima del limite superior del rango de exclusidn son totalmente excluidas del gel y
emergen en ¢! volumen vacio de la columna, y las moléculas cuyo peso molecular se en-

cucntra dentro del rango de exclusién son separadas.

Preparacién de los soportes para filtracion molecular en geles formados por entrecru-

zamiento de dextrano con epieclorhidrina (Sephadex G-15, 25 y 75).

En forma general los soportes se tratarin de la siguiente manera; en un matraz Kita-
sato se coloca la cantidad necesaria de sephadex, se adiciona una solucién de dcido acético
al 5°/0 y se dejé en reposo durante tres horas. Después se conecté a la linca de vacio du-
rante una hora, se elimina el sobrenadante reemplazindolo por nueva solucion de dcido
acético al 5%/ la resina se resuspende y se deja sedimentar. La operacién se repile tres

veces,

Una vez equilibrado el sephadex con 4cide acético al 59/, se vierte en la columna en

forma de upa suspensién gruesa.
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7.2. Cromatografia por intercambio iénico.

Es una técnica de gran aplicacién =2n la separacién de proteinas. El enlazamiento de
proteinas a intercambiadores iGnicos se basa en 1a formacion de maltiples enlaces ibnicos re-
versibles entre los grupos cargados de la proteina y la matriz solida. La afinidad de un inter-
cambiador ionico hacia la proteina, y también su capacidad de intercambio, estd determi-
nada por la fuerza iénica y el pH. La separacion de las protefnas enlazadas al intercam-
biador se basa en cambios en la carga de la proteina causada por variaciones en el pH, o
afectando los enlaces por medio de sustancias que compitan con la proteina por las cargas

del intercambiador.

Preparacién del Soporte.

En un matraz Kitasato se coloca la cantidad necesaria de carboximetilcelulosa CM 52
(intercambiador de cationes), se 1e adiciona solucidon amortiguadora de acetatos 0.04M urea
8M vy fcido acético hasta pH=4.6. Se deja toda la noche conectada a la linea de vacio para
eliminar el aire atrapado. Después se elimina el sc;brenadante reemplazindolo por solucién
nueva, se agita suavemente hasta suspender toda la resina, se deja sedimentar. La operacién
se repite tres veces, este mismo tratamiento se emplea para preparar el soporte, para la cro-
matografia de la mezcla de reasociacion, en una solucidén amortiguadora de urea 8M, Acido

acético O,1M y Tris hasta pH=4.6.
7.3. Cromatograffa en placa fina.

Se emplearon placas de silica fase invertida KC, s F Whatman de 5 x 10cm, como

eluyente etanol al 45°/0 en NaCl 0.5M, y como revelador fluorescamina ¢n acetona al 0.1%/o
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7.4, Espectrofotometria.

Por este método se logra una rdpida estimacién de la concentracion de proteinas que
cluyen en cada una de las fracciones de una columna y se obtiene por la medida de 1a ab-
sorcion de la luz en la regién ultravioleta, particularmente a 280nm. La absorcidén a esta
longitud se debe a los grupos aromdticos presentes en los aminodcidos por ejemplo, trip-
tofano, tirosina y fenilanina, Las ventajas de este método es que es rdpido, sencillo de efec-
tuar, no destructivo y conveniente para el seguimiento de una muestra. Sin embargo, el
método tiene varias desventajas y por el momento se recomienda solo para proteinas y pép-
tidos grandes, no puede recomendarse parzi andlisis de mezclas desconocidas de pé&ptidos, o
porque Unicamente pueden seguirse proteinas que contienen aminodcidos aromaticos, ya
que muchos componentes pueden interferir en su determinacion. Es posible determinar la
concentracion de péptidos totales, sin tomar en cuenta su composicién de aminodcidos, si se
mide la absorbancia a 180-220nm, en esta regién la mayor parte de la absorcién se debe a

los enlaces peptidicos.

7.5. Protefinas totales método de Folin-Lowry,

Este método fue desarrollado principalmente con fines de ser usado rutinariamente
para determinar la concentracion de protefnas en solucién. El principio de este método, es
que el complejo tartrato de cobre reacciona con péptidos en medio alcalino. El complejo
cobre-proteina puede reducir al fosfotungstanato para formar un color azul que absorbe a

750nm.



7.6, Densitometria,
Este método consiste como su nombre 1o indica, en la medida de la densidad aptica
de una placa negativa de un gel electroforético, 12 medida se lleva a cabo a 540nm, usando

como blanco una region de la placa donde no aparezcan bandas de proteina.

7.7. Electroforesis.

Este método se emplea para la separacion de proteifnas en geles de almidén y polia-
crilamida, resulta conveniente ya que puede ser usado para el andlisis en paralelo de nume-
rosas muestras; ademas de que se detectan, separan y cuantifican cantidades muy pequefias
de proteina. Su principio se basa en lo siguiente; en soluciones amortiguadas a un determi-
nado pH. Las proteinas se ionizan, es decir muchos de sus grupos especialmente COOH y
NH,; caracteristicos ds los aminoicidos adquieren carga eléctrica. A cualquier valor de pH
que no sea ¢l del punto isoeléctrico, estas cargas no se neutralizan entre sf y, por ko tanto,

migran en un campo eléctrico.

Métoda:

Se prepara una solucién de 15g de acrilamida, 0.5g de bis-actilamida y 48g de urea

en 100ml de agua (zel separador).

Preparacion del gel separador; se colocan en un vaso de precipitados de 100m!, 9ml de
1a solucidn al §5°/0 de acrilamida, 1ml de solucién amortiguadora de Tris 1.716M y HC1 a
pH=8.47, 50ul de persulfato de amonio al 10°/0, y al 10ul de TEMED, se mezcla y se vierte

en la cdmara de electroforesis, dejando gelificar.



Preparaciéon del gel concentrador; en un vaso de precipitados de 50ml, colocar 1ml,
de 1a solucién de acrilamida al 30°/o, 1ml de solucién de Tris 0.054 1M, H, SO; 2z pH=6.1,
3ml de agua destilada, 20ul de persulfato de amonio al 10/ y 8ul de TEMED, se mezcla

y se vierte sobre el gel separador que a solidificado en Ia cimara de electroféresis.

Gel continuo de beratos para electroféresis de cadenas.

En un vaso de precipitados de 100ml, se colocan 1,368g de acrilamida, 0.072g de bis-
acrilarmida, 5g de urea, 3ml, de solucion de Tris 0.486M y 4cido bérico 0.443M pH=8,66,
aforar a 12ml una vez que se ha disuelto tedo, agregar 100u! de persulfato de amonio al

5%/ v 10ul de TEMED, mezclar y verter sobre l1a cimara de electroféresis.

7.8. Cristalizacién de protefnas.
La cristalizacién de proteinas puede tomarse en cuenta como un indice de pureza por
la forma y tamafio de la red cristalina, Las proteinas al igual que los anfolitos son capaces
de formar sales de dos tipos; hay proteinas anidnicas que se pueden unir con cationes y pro-
teinas catidnicas que se pueden unir con aniénes. Ciertamente a un valor de pH, una mezcla
de proteinas estard integrada por anidnes y cationes siempre que sus puntos isoeléctricos se

hallen en lados opuestos del valor citado de pH y se¢ formarin unidnes proteina - proteina.

Muchos idnes forman sales insolubles con las proteinas y son excclentes agentes pre-
cipitantes. Para desproteinizar se¢ emplean 4cidos como tricloroacético, picrico y perclo-
rico, puesto que los aniénes de estos 4cidos dan sales insolubles con las proteinas cuando

se encuentran como cationes. Frecuentemente se utilizan iénes de metales pesados tales
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como Hg. Cu, Zn, Ba.

7.9. Sulfitélisis oxidativa,

Es un método quimico que rompe selectivamente enlaces disulfuro en condiciones
suaves, y dd como productos los péptidos S-sulfonados (sales de Bunte), que constituyen 1a
insulina, estos péptidos presentan la estabilidad necesaria para su separaci6n, purificacion y
caracterizacion, ademds de que fdcilmente pueden transformarse a sus formas reducidas
(A-SH, B-SH), y oxidadas (A-S-S-B), propiedad que también se aprovecha para la asociacién

de cadenas y que se describe mas adelante.

7.10. Asociacion de Cadenas A y B.

Este método consiste en reducir el Ssulfonato de la cadena A, al correspondiente tiol
(A-5H) a pH=5 en atmoésfera de nitrégeno empleando como agente reductor un exceso de
mercaptoetanol. De esta forma la cadena A reducida, se trataen exceso (6:1) con la cadena
B en forma de S-sulfonato (B-$S0,), 2 pH=9.6 ¥ a bajas temperaturas de 0.2°C durante 24
horas, como lo indica 1a siguiente reaccién.

A-(550s), HSCiHaOH o oy + B«sS0,), -BH=2:6, mnsuling activa
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DESARROLLO
8.1. Preparacién de insulina libre de cinc,
Se aplicaron 100mg de insulina-Zn bovina comercial, disueita en 5ml de dcido acético
al 50/, en la parte superior de una columna de sephadex G-25 (120 x 2.5cm), previamente
equilibrada con la misma solucidon. Se colectaron las fracciones registradas por el uvicord

el cual se calibré a una longitud de onda de 280nm.

Se corrieron placas de silica gel KC-18 fase apolar identificando las fracciones que co-

rrespondian a la proteina por medio de revelado con fuorescamina, 1a cual se dializé contra

agua por 24 horas, liofiliz6, obteniendo un polvo esponjoso blanco, al que se le determind .

el contenido de cinc por el método de la ditizona (54).

8.2. Sulfitélisis oxidativa.

Se adiciond en un matraz de 250ml lg de insulina bovina o porcina, 40ml de agua
recién hervida, 23g de cloruro de guanidinio, 1.4g de fosfato de sodio dibésico; se ajustoel
pH entre 7.6 a 7.8 con hidrdxido de sodio 0.1M, se adicion en forma simultanea durante
un periodo de 30 minutos una mezcla de 1.4g de sulfito de sodio y 1.4g de tetrationato de
sodio, dejando la reaccién de 12 a 15 horas a temperatura ambiente con agitacién suave

y en atmosfera de nitrogeno.
Terminando el tiempo de reaccidn se agregaron 100ml de agua fria recién hervida
centrifugando la mezcla de reaccién por 10 minutos de 0-5°C a 7000 rpm, sc puso el sobre-

nadante y el precipitado por separado en sacos de dialisis de PM 1000, y dialisando contra
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agua durante 24 horas, con cambios constantes de agua.

La purificacién de estos péptidos se llevd a cabo por cromatografia de intercambio
idnico sobre una columna de CM- celulosa (6O x 4cm), equilibrada con solucién amorti-

suadora de acetatos (método pag. 21).

La eliminacion de urca y sales después de su purificaciéon se realizé para cadena A en
filtracion en sephadex G-15, y para cadena B por medio de dialisis contra agua. Estos pép-

tidos se liofilizaron y guardaron en refrigeracion para su utilizacion.

8.3. Reasociacién de péptidos A y B,

Reduccion de la cadena A sulfonada (A-8S07;) al correspondiente tiol (A-SH). En
un tubo de centrifuga de 30ml, se adicionaron 20mg de cadena A sulfonada, Sml de agua se
ajusto el pH=5 con una solucion 0.1N de hidroxido de sodio, enfriando la solucién a0Cy
pasando una corriente de nitrogeno. Se agregd 0.1ml de mercaptoetanol, tapando el tubo
con un globo inflado con nitrogeno y calentando la mezcla en bafio maria aebullicién du-

rante 7 minutos con agitacion constante.
Cuando se terminé el tiempo de reaccion, se enfrié la solucién a 0°C, y ajustando el
pH=3.8 con dcido acético 1M, se centrifugd durante 7 minutos: a 7000 rpm y a 0°C, de-

cantando el sobrenadante.

Se adicionaron 3ml de solucién amortiguadora de acelatos 0.1M pH=3.8 agitando



y volviendo a centrifugar, se repitio el mismo proceso pero ahora lavando con 3mlde buffer

de acetatos 0.02M.

Asociacion de péptidos; disolver la cadena A reducida en 10ml de solucién amorti-
guadora de glicina pH=9.6, esta solucion se libera previamente de oxigeno, pasando una co-
mriente de nitrogeno por 5 minutos. Se agregaron Smg de cadena B en forma de S-sulfonato

(B-8S0, ), agitando hasta su disolucién.

Se pone la mezcla de reaccién con agitacion suave en el cuarto frio 0-5°C durante

18 a 22 horas.

Terminado el tiempo de reaccion se toman alicuotas de 0.1ml para electroforesis y
radioinmunoensayo, ajustando el pH=3 de la mezcla para agregar un volumen igual de solu-

cidn saturada de dcido picrico y se guarda en refrigerador durante 24 horas.

Se centrifuga la mezcla a 7000 rpm durante 10 minutos. 0-5°C se ¢limina el sobre-
nadante y el precipitado se disuelve en la minima cantidad de amoniaco O.IN y se agregan
10ml de acetona, se deja reposar por 15 minutos en congelador y se centrifuga, se elimina

el sobrenadante y el precipitado es ¢l producto final.

8.4. Purificacion de ia mezcla de reasociacién.

Se disolvieron 25.4mg de mezcla de reasociacion en 2ml desolucion amortiguadora de

urea 8M dcido acético 0.1M Tris pH=4.6, s¢ centrifugd y sc¢ aplicd ¢l sobrenadante en una
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columna de CM-celulosa (20 x 2cm) cquilibrada con la misma solucibn amortiguadora, des-
pués de dos volumenes de columna se aplicé un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M,
colectindose la fraccién correspondiente al pico que eluye a una misma {uerza idnica que

¢l estiandar.

El desalado de las fracciones colectadas se llevd a cabo en sephadex G-25 y icido
acético al 5°/o las fracciones eluidas se liefilizaron checando su identidad por electroféresis

y andlisis de aminodcidos principalmente,

8.5. Cristalizacion.
En un vaso de precipitados de 50ml se colocan 0.05g de insulina libre de cine (inéulina
amorfa), adicionar Sml de dcido clorhidrico 0.02M, 0.5ml de svlfato de cinc 0.12M, 0.5m}
de agua 2.5ml de citrato trisodico 0.2M y finalmente adicionar en forma lenta y sobre la

superficie 1.5ml de acetona, dejar precipitando durante la noche en refrigeracién,
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RESULTADOS
9.1. Desalado de insulina cinc comercial,
El desalado de insulina~cinc bovina se llevd a cabo ¢n las condiciones previamente en
la pagina 28. EIl perfil de elucién obtenido (fig. 11), muestra dos componentes, donde el

primero corresponde a la insulina y el segundo al ién metalico de cinc.

D.O. (280nm)

0.9 -
0.8 -
0.7

0.6 ]

0.5 | 1.- Insulina

04 _ 2.-Cinc

0.2 4

0.1
/2\

| 1 I 1 i ! i i ] ! 1 i

¥
20 40 60 80 100 120
(Volumen (ml)

Fig. 11 Cromatograma de desalado de insulina-cinc comercial en una columna de

sephadex G-25 (120 x 2.5cm), eluyente dcido acético al 50P)o.

3



9.1.1. Valoracion del cinc.

La determinacién cinc para las fracciones que aparecen en la figura 11, se llevo a cabo
por el método de la ditizona (54), encontrando 0.009°/6 de cinc en la fraccibn correspon-
diente a la insulina y 0.55°/0 de cinc en una muestra de insulina-Zn bovina comercial que
corresponde a lo reportado en el marbete. Para esto fue necesario la construccién de una

curva estindar de cinc, (fig. 12).

Cincpg. Absorbancia a 530nm
S 0.009 / ‘
10 0.021
15 0.032
D.0. (530nm)
0.035 4
0.03
0.025 .
002 .
0.015
0.01 J
0.005 .
1 | I ] i | ] [
5 10 15 : 20 concentracion @g/m)

Fig. 12 Curva estindar de cinc,
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9.1.2. Cuantificacién de protefnas.
L.a valoracion de proteina total de una mucstra es importante, sobre todo cuando

éstas se emplean con fines cuantitativos.

Después de haber colocado las muestras de insulina durante 24 horas en un horno de
vacio sobre pentbéxido de fésforo y a una temperatura de 60°C, se determiné la cantidad de
proteina empleando el método de Lowry, obteniendo los siguientes resultados de dos

muestras de insulina libre de cinc con respecto a una curva estindar de a2lblimina.

Cuxva Estdndar
AlbGmina ug Abs, (ﬁzsnm)
50 0.13
1‘00 0.25
/ 200 ' 0.49
300 ‘ : 0.72
400 0.96

Resultados de las dos muestras de insulina analizadas por este método.

Muestra mg °/o de proteina
193 84.9

1.81 86.5
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Fig. 13 Curva estindar de albimina.



9.2. Preparacion de las cadenas A y B de la insulina.
9.2.1. Purificacion.
Los péptidos obtenidos de la sulfitdlisis oxidativa de la insulina, se purificaron por
cromatografia de intercambio i6nico sobre CM-celulosa (pdg. 29), los perfiles de elucidn son

los siguientes (figs. 14y 15 ).

D.O. (280nm)

1.0

09

08
0.7 1.- A(SSO, )¢

2.- B(S80, ),
0.6

05
0.4 _|
0.3

0.2

0.1

2
j s
T i { ! I I
100 200 300 400 500 600 (Volumen Guab)

Fig. 14 Purificacion de cadena A.
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D.O.
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Fig. 15 Purificacién de cadena B
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9.2.2. Electrof6resis de las cadenas A y B.

Para verificar la pureza de los péptidos purificados en el punto anterior se realizé un
electroféresis en un sistema continuo de Tris - Boratos. Los resultados se presentan en la
(Fig. 16) donde puede observarse la aparicion de dos bandas tratdndose probablemente de

que una de ellas sea la forma desamido.

I§
t

LEYENDA
Cadena A sulfonada,
Cadena B sulfonada purificada por HPLC.
Insulina comercial purificada por HPLC,
Sin muestra.
Cadena B sulfonada.
Insulina comercial,
Cadena A sulfonada
Cadena B sulfonada
Sin muestra.
Insulina reasociada.

SPENAMBEWN -

—

by
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9.3. Reasociacién de cadenas A y B.
Este procedimiento de reasociacion de cadenas se llevé a cabo por el método repor-
tado por Katsoyannis (44), empleando cadenas obtenidas por sulfitolisis oxidativa de in-

sulina bovina.

9.3.1 Deteccidon de la insulina reasociada por cromatografia en placa fina antes de
precipitar la mezcla de reaccidn, se corrieron una placa en fase invertida KC 18 Whatman
(Métodos pdg- 22) 1a mezcla de la reasociacibn se compard contra un estdndar de insulina
bovina disuelto en buffer de glicina 0.05M a pH=9.6, usando como revelador fuorescamina
en acetona, los resultados pueden observarse en la siguiente figura, donde se aprecia la posi-

cion de una banda bien definida con el mismo Rf de la banda de la insulina comercial.

i fnsuling
R 321 comercial -} R322 R32-3 comerclal :

- | e
) R FEY L Do)

S0 B A

DN e i o

Fig. 17 Cromatograffa en placa fina fase invertida KC-18 de la mezcla d¢ reaso-
ciacidn contra un estdndar de insulina bovina.
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9.3.2. Detecciton de insulina reasociada por electroforesis.
Debido a que el sistema de electroféresis fue empleado cuando ya se habian realizado
las primeras reasociaciones 1-24, este sistema se reporta a partir de las reasociaciones 25 en

adelante.

Empleando el sistema multifisico reportado por Jovin (55), con el cual se logrd una
buena resolucién para la mezcla de reasociacion de péptidos A v B, en la figura 18 se pre-
senta la electroforesis de las reasociaciones namero 25 a 30, donde se puede apreciar una
banda que corresponde con el estindar de insulina, aungue en una proporcion muy baja,
comparindola contra los péptidos totales que aparecen. En esta misma electroféresis se
colocd un estandar de cadena B y puede apreciarse que tieme un corrimiento menor con res-
pecto a la insulina, ademds de la diferencia en afinidad porel colorante (1a cadena B se tifie
mis fuertemente). Dentro de este mismo sistema también puede apreciarse que la cadena

A corre al frente.
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_Fig. 18 Reasociaciones 25 a 30 (R-25 a R-30),

LEYENDA

f. Reasociacion # 2

2. Estdndar de insulina-Zn comercial lug

3. Reasociacion # 26

4. Reasociacién # 27

5. Estandar de cadena B sulfonada

6. Reasociacion # 28

7. Sin muestra

8. Estindar de insulina comercial 3ug

9. Estandar de insulina camercial Sug
10. Reasociacion # 24
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De acuerdo a los resultados que se muestran mds adelante, se puede concluir que en
las reasociaciones # 32 sc obtuvieron bucnos resultados, esto se logrd evitando 1a oxidacién

de la cadena A por medio de atmoésfera de nitrogeno lo que se puede apreciar en la siguiente

figura.
1 2 3 4 5 6 7. 8 9 1
P somnp— L4 — ety
P —— - -
-'@ L =) :iru—n / e—— —— ——

Fig. 19 Reasociaciones # 31-32

LEYENDA
1. Insulina comercial lug
2. Reasociacidn # 26
3.Reasociacién # 31-3.
5. Reasociacion # 32-1
7. Reasociacion # 32-2
9. Reasociacién # 32-3
10. Insulina comercial 3ug
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Las reasociaciones 31-34 se realizaron por triplicado lo cual se indica por los nimeros

separados por un guién 1,2 y 3.

La reasociacidn 31-3 (R 31-3), pricticamente no present6 insulina, debido a que hubo
exceso de calentamicnto en lareduccion de la cadena A, y el precipitado gelatinoso formado

no se disolvi6 en la solucién amortiguadora de glicina.

Otra observacibﬁ importante es que la banda de insulina en la electroféresis representa
aproximadamente ¢l 80P/ de las protefnas presentes. Las variaciones entre las reasocia-
ciones 32-1, -2 y 3, se deben principalmente, a la cantidad de hidr6xido de amonio que se le
adicion6 para éliminar ¢l picrato. Esta diferencia también puede apreciarse en los cromato-

gramas de purificacion que se encuentran mads adelante,

9.3.3. Purificacién de insulina reasociada.

9.3.3.1 Intercambio de ibnes.

Los resultados encontrados para la purificaciéon de insulina de la mezcla de teasocz.a-
cion por cromatografia de intercambio idnico, se muestran sn las siguientes figuras, Las fi-
guras 20, 21 representan ios cromatogramas de las reasociaciones R32-1, R32-3 respectiva-
mente donde se observa claramente la diferencia en la proporcion de absorbancia de la

primer fraccidn, que corresponde a la cantidad de 4cido picrico presente en las muestras.

Comparando cstos cromatogramas con ¢l de un estdndar (fig. 22), se observa 1a elu--

cion de un componente que corresponde exactamente con el del estdndar, en volumen de

2



elucidn y fuerza idnica., Después de desalar estas fracciones por filtracion en gel, en una co-
jumna de 20 x lem, sobre sephadex G-25 en dcido acético al 5% y liofilizar, s¢ realizé la
electroforesis de estas fracciones en los dos sistemas antes mencionados (pig. 23, 24). En-
contrando que dicha proteina reasociada tiene la misma movilidad electroforética que un

estdndar de insulina comercial, (fig. 19, 23).
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Fig. 20 Cromatograma de 25.4mg de mezcla de reasociacién (R32 I) en una columna de 2 x
20cm de CM-celulosa a pH=4.6 con dcido acético 0.1M/Tris y urea 8M. A partir de la fracciébn 5
se aplicé un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M.
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Fig. 21 Cromatograma de 16mg de mezcla de reasociacion (R32-3) en una columna de 2 x 20cm
de CM-celulosa a pH=4.6 con 4cido acético 0.1M/Tris y urea 8M. A partir de la frac.}cién 5.se
aplicé un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M.
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Fig. 22 Cromatograma de 20mg de insulina libre de cinc en una columna de 2 x 20cm sobre CM-
celulosa a pH=4.6 con icido acético 0.1M/Tris y urea 8M. A partir Ia elucién de 19ml se aplicd
un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M.
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LEYENDA

1. Cadena A sulfonada.

2. Cadena B sulfonada.

3. Insulina purificada por HPLC.

4. Sin muestra.

5.Cadena B sulfonada,

6. Insulina comercial.

7.Cadena A sulfonada.

8. Cadena B sulfonada.

9. Sin muestra,

10. Insulina reasociada 32-3 purificada por cromatograffa de inter-

cambio idnico.

En las figuras 19 y 23, se puede observar que existe muy poca diferencia en la migra-
cién de la cadena B con respecto a la insulina, sin embargo, se puede distinguir una de otra
por la diferencia en la afinidad por el colorante. La cadena B se tifie fuertemente que la

insulina y que la cadena A.
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9.3.3.2. Cromatografia de liquidos.

La purificacion se llevd a cabo en un cromatografo Spectra Phycis- 8000 B empleando
un sistema de eluyentes; 2.5%/0 de icido férmico (solucién A), 80P/o acetonitrilo (solucidn

B), y un gradiente de 20 a 40P/o de acetonitrilo.

Para fines de identificacién y cuantificacidn, se corrid un estindar en las condiciones
antes mencionadas (fig, 24), donde se observa la elucién de un compuesto definido conun

tiempo de retencion de 498 segundos.

!

wt
w
_3 ........ &
¢ z
“
=
o &
- (23] w T8
;R o8 F oy °
Z A i =
-~ e y o
25.9 ug de insulina bovina
pico # drea %/o RT
1 1.15 96
2 12.69 129
3 86.16 498



En la figura 25 se representa ¢l cromatograma de la mezcla de reasociacion R32.1,
eluido bajo las mismas condicicnes que el estindar, y en éste se aprecia un pico bien de-

finido con un tiempo de retencidn similar al del estdndar de insulina,
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~
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ENS OF RUN

En estas figuras no se anota el %o de #rea debido a que las muestras no se solu-

bilizaron completamente,
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Fig. 26 Cromatograma de la mezcla de reasociacion R32-2 donde al igual que la an-

terior se observa un pico con un tiempo de retencidn cercano al del estindar de insulina,
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Fig. 27 En csta figura también existe un pico bitn definido con un tiempo de reten-

cién similar al del estindar R32-3.

En las #res figuras anteriores, se puede observar que practicamente todos los cromato-
gramas son idénticos, y que en las tres muestras aparece una fraccién que corresponde con el
del estdndar. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por cromatografia en placa fina
y electrofdresis. Ahoraen la figura 28, se representa el cromatograma de la mezcla de reaso-

ciacién R3]-3 en donde hubo problemas de solubilidad, por sobrecalentamiento en el paso
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R

de redaccion de la cadena A, y por lo tanto, se observa un pico muy pequefio que corres-

{pondc al de 1a insulina,

18:.12:37
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s
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Fig. 28 Cromatograma de 1a R31-] donde hubo sobrecalentamiento.

INIECT

Por medio del srea bajo la curva se cuantificé la insulina en cada una de las muestras,
¢l porciento de rendimiento calculado por este método es de aproximadamente 20°/ para
fas reasociaciones R32, y del 22/0 para la R31-I, es importante aclarar, que hubo problemas
de solubilidad de las muestras y de éstas, s6lo se aplico el sobrenadante, por lo tanto, se
picnsa que pudo haber absorcion de la insulina por proteinas de mayor peso molecular pre-

sentes en el precipitado, por Jo que este método no se puede tomar como cuantitativo hasta

no resolver el problema de solubilidad.
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9.3.4 Andlisis de aminodcidos.

Se envid una fraccién de insulina reasociada (R32-2), purificada por cromatografia de

liquidos, a la unidad de aminodcidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, y un es-

tindar de insulina comercial libre de cinc, encontrando que ambas muestras presentan la

composicion esperada para la insulina.

AMINOACIDO ESPERADO INSULINA COMERCIAL INSULINA REASOCIADA
Acido Aspirtico 3 3.05 2.98
Treonina 1 1.03 0.98
Serina 3 3.02 2.78
Acido Glutimico 7 6.9 7.1
Prolina 1 0.3 0.68
Glicina 4 3.96 3.94
Alanina 3 3.0 3.23
Cisteina® 6 _—— ———
Valina 4 43 439
Isoleucina 2 0.2 0.07
Leucina 6 5.1 5.86
Tirosina 4 3.37 4.52 -
Fenifalanina 3 2.32 3.0
Histidina 2 2.07 1.9
Lisina 1 0.83 0.79
Arginina 1 0.81 0.88

* No determinado,
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9.3.5. Cuoantificacion.

9.3.5.1. Cromaztografia de liguidos, 1a cuantificacion de insulina presente en la mez-
cla de reasociacion, fue determinada por log encargados de cromatografia de liquidos del
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, los cuales reportaron rendimientos maximos
del 2P/ para las reasociaciones 32, sin tomar en cuenta que hubo problemas en la solubi-

lidad de la muestra,

9.3.5.2. Anilisis de aminoécidos, este andlisis se llevd a cabo por 1a Unidad de Amino-

dcidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, reportando un rendimiento del 44%/,

9.3.5.3. Absorcién a 280mm se cuantificd la insulina reasociada en el proceso de
purificacion, empleando los cromatogramas respectivos pera encontrar el drea bajo Ia curva

comparada contra un estindar eluido en las mismas condiciones, el resultado es del orden

del 48%/0.

9.3.5.4. Radioinmunoensayo. Esta determinacién fue realizada por el grupo de la

Dra, Patricia Joseph, reportando rendimientos del 60 /o para las reasociaciones 32.



9.4. Cristalizacion de insulina.
Para estandarizar este método y aplicarlo particularmente a la insulina obtenida en

bacterias, {ue necesario obtener insulina libre de cine (amorfa), figura 29.

. &7,

Se probaron distintos méfodos de cristalizacion reportados encontrindose considera-

biemente variaciones en la forma y tamafio de los cristales obtenidos.

Las figuras {30 y 31) muestran los cristales de insulina de cerdo y bovino comerciales,
En estos cristales comerciales se aprecix la forma de rombohedro con variaciones en el ta-

mafio de los cristales, v presencia de particulas amorfas.
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Fig. 30 Cristales de insulina de cerdo.
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. 31 Cristales de insulina bovina.
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Al probarla ¢ristalizacion de la insulina amorfa, se encontrd que el tamafio de los cris-
tales obtenidos por cualquiera de los métodos empleados, estd sujeto a la velocidad de for-

macion, agitacion v a la concentracion de iones cinc en solucidn.

Lo anterior pucde observarse en la fig. (32), donde se observa una gran cantidad de

Kl

cristales pequefios. Esto probablemente se debe a su rapida formacién. Evitando Iz agita-

¢idn en ¢ste proceso los resultados fueron idénticos.
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Cuando se adiciond la acetona ripidamente, por el método de Schlichtrull (21), los
cristales formados instantdneamente fueron muy pequefios, en cambio cuando la adiciéon de
acetona se levéd a cabo lentamente sobre la superficie de la mezcla cristalizante, los cristales
se fueron precipitando lentamente en forma de rombohedros bien definidos, y de tamario
uniforme comparable con los cristales de insulina comerciales, ademds de que no se apre-

ciaron particulas amorfas, fig, (33).

o

R B ik
(Fig. 33).
Empleando el método de Zahan H,, et al. (56), cuando se ajusta al pH=6, se formd un

precipitado rdpidamente, la insulina cristalizé en forma de estrella y de rombohedros no

bien definidos, Fig. (34).
i



Con este mismo método se obtuvieron resultados similares a los de la Fig. (33),

cuando se adicioné acetona lentamente como dltimo paso de la cristalizacién,
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Cristales de insulina en forma de estrella y rombohedros en proceso de transforma-

cién a la forma estrellada.

. s9



DISCUSION DE RESULTADOS,

En érimer término fue necesario desarrolliar el método de desalado de insulina comer-
cial por filtracién en gel, con cl propdsito de obtener insulina libre de cinc, para emplearla
como patrdn de referencia y para los estudios de cristatizacion. Para verificar os resultados
del proceso anterior, y poder trabajar en forma cuantitativa se realizd la valoracién de pro-
teinas. A este mismo péptido como a una muestra de insulina sin desalar, se le determind la

cantidad de cinc, encontrando que los resultados concuerdan con los reportados.

La insulina obtenida en el proceso anterior se sometid a la reaccion de sulfitdlisis oxi-
dativa, reportada por J.L. Bailey (39), para obtener cada uno de los péptidos A y B en forma
Ssulfonada, fesultando para cada caso pplvos blancos muy ligeros. Su purificacion se llevd
a cabo por intercambio idnico en medio 4dcido. Debido a que ambos péptidos presentan pro-
. piedades diferentes, la separacion fue satisfactoria, posteriormente fue necesario dializar
contra agua y después liofilizar. Finalmente, estos péptidos se caracterizaron bisicamente

por su composiciébn de aminoicidos y movilidad electroforética.

Uno de los aspectos mis importantes de este trabajo fue la adaptacién del metodo de
reasociacion (29, 30), sobre el cual se lograron eficiencias del 60°/c medidas por radioinmus-

noensayo.

Con respecto a los métodos de deteccidn de insulina, la cromatograffa en capa fina

resultd ser conveniente para detectar insulina de 1a mezcla de reasociacion.



La movilidad ¢lectroforética de la mezcla de reasociacién, frente a un estidndar de in-
sulina, indica probablemente la migracién de un péptido con Ia misma movilidad clectrofo-

rética que ¢l estindar,

La cromatografia de liquidos para muestras de insulina reasociada, también se empled
como método de identificacién y purificacién, comparando los tiempos de retencién contra
un estindar. Sin embargo, debido a los problemas de solubilidad no se utilizé este método

con fines cuantitativos.

Se logrd 1a purificaciédn de la insulina reasociada por intercambio i6nico lo que se ve-

rificod por electreféresis y anilisis de aminodcidos.

En lo referente a la cristalizacion, los resultados encontrados fueron muy interesantes
debido a las diferentes formas y tamafio de los cristales obtenidos y dependiendo del proce-~
dimiento empleado. Finalmente, se logrod cristalizar Ia insulina con la forma (rombohedros)

y tamafio requerida para este trabajo.
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CONCLUSIONES

El método empleado para desalar 1a insulina<cinc comercial bovina, fue adecuado. De
acuerdo a los resultados encontrados para la determinacidn de cinc donde su concentracién
en la insulina desalada, result6 ligeramente menor que la reportada por otros métodos de de-
salado. Ademds el andlisis de aminodcidos reportd una pureza del 98°/0, por lo que esta
muestra se empled como patrén de referencia y como materia prima para el desarrollo del

método de cristalizacién.

Los péptidos obtenidos por sulfitdlisis oxidativa de insulina cinc comercial o insulina
amorfa, cumplieron con los requerimientos necesarios para los objetivos planteados. Dichos
péptidos mostraron la composicion y pureza indispensable para usarse como patrones de re-
ferencia, y para la adaptacion del método de asociacién, lo que fue corroborado por su' and-

- lisis de aminodicidos y estudios de electroféresis.

La reasociacién de las cadenas A y B, demostrd 1a presencia de un péptido con las
mismas propiedades fisiocoquimicas y biolGgicas que el estindar de insulina empleado, de
acuerdo a las prucbas de c;racterizacién empleadas como la composicion de aminoécidos,
movilidad comparativa frente a 1a hormona natural y estudios de actividad biolégica por

radioinmunoensayo.
Los métodos de purificacion de insulina de la mezcla de reasociacion son satisfacto-

rios, de acuerdo a los resultados encontrados por electroféresis y composicién de amino-

dcidos.
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El método de cristalizacién desarrollado en este trabajo cumplid con los objetivos
planteados, e inclusive superd en homogeneidad de forma y tamafic a diferentes mucstras

comerciales utilizadas como referencia.
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