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INTRODUCCION 

Es de suma importancia para el país, desarrollar técnicas propias que ayuden a 13!S01-
r 

ver problemas de trascendencia social, en las áreas de salud, alimentos, energéticos y con ta-

minación ambiental, ampliar las posibilidades de avance técnico y científico para indepen-

dizarse cada vez más por medio de la investigación. De lo anterior se desprende la genera-

ción e impulso de nuevos conocimientos como lo es el campo de Ja Ingeniería Genética. 

En afio 1973 se realizaron experimentos con ADN recombinante y clonación mole-

cular, dando lugar al desarrollo de técnicas que permitieron, transferir genes de cualquier 

origen a microorganismos. Estos avances en genética y síntesis de nucleótidos, poseen un 

elevado potencial para el desarrollo de cepas de microorganismos que codifiquen la síntesis 

de proteínas y hormonas de diferentes mamíferos, de acuerdo al gene introducido en dicho 

microorganismo. 

Los éxitos de la recombinación artificial del ADN, están revolucionando el campo de 

la microbiología industrial, de los cuales el sector de productos farmacéuticos es el mas favo-

recido antibióticos, vacunas, enzimas y vitaminas, considerándose además que estos produc-

tos serán de mejor calidad y que su costo de producción disminuirá por el simple hecho de 

evitar procesos químicos complicados de elevado consumo energético y contaminante. 

El primer ejemplo de la aplicación de esta tecnología, es la síntesis de insulina hu-

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



1 
CADENA A CADENAB 

/lgalactoaidaocnc cadena A 

lruerciót de imulina 

dcntr 

doE.coll Cd> 
j'kalacto<:¿)ld gene C'ldena B 

.. """:_, =n ·-· 
~ ~ .. ; 

Scparació n y 

purifiación 

13-Gu-Met-Oldena A 

(3- alact sidasa 

CNBr 

Sultitólid1 Oddativa 

Insulina Cruda 

1 purlficaclÓn 

Insulina llloslntética Jlwnana 
(8111) 

~ 

Separación y 

¡3-Gu-Mct-Oldcna B 

Flg. 1 f.1quc:ma general de obtención de ln1111lna humana por Ingeniería genética. 



ANTECEDENTES: 

La insulina es una de las hormonas más estudiadas. Se sabe que desde 1788 el médico 

Cowley (2), observó una relación entre los disturbios en el funcionamiento del páncreas y la 

diabetes mellitus, enfermedad muy compleja que afecta varios cientos de millo.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 reabsorción del túbulo renal. En 1889 se 

demostró (3), que la diabetes mellitus se inducía al extirpar el páncreas. Con este antece­

dente, en 1900 (4, 5) se dieron cuenta que la sustancia pancreática responsable de la caída 

del nivel de azúcar en sangre se formaba en las células de los islotes de Langerhans, por esta 

razón la sustancia desconocida fue llamada insulina. Trabajando con glándula pancreática 

de buey, Banting, y colaboradores (6), y con la colaboración del bioquímico Collip (7), pre­

pararon un extracto activo del páncreas, que al ser administrado en perros que se les había 

extirpado el páncreas, les alivió los síntomas de la áiabetes mellitus. Desde entonces se han 

publicado varias preparaciones que contienen este principio activo, para usarse en el trata­

miento de dicha enfermedad. 

En 1926, se aisló una sustancia cristalina a partir del páncre.as (8), la cual tuvo un alto 

grado de actividad insulínica, esto fue materia de gran interés para probar si era la responsa­

ble de la actividad o un constituyente inerte, que podía haberse asociado a la hormona en 

el proceso de cristalización. Posteriormente se rept>rtaron variaciones en la actividad fisio­

lógica de varias muestras de insulina cristalizada por el mismo método y por diferentes inves­

tigadores. Se realizó un est1.1dio a fondo para encontrar evidencias sobre esta variación, y la 

conclusión fue que la actividad era uniforme para todas las mut!slras, y que las diferencias 
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encontradas por los otros investigadores se debían a los métodos de medición. 

Desde entonces el proceso de cristalización se convirtió en un aspecto muy impor­

tante y varios investigadores se dedicaron a su estudio (9-22), aportando amplia información 

sobre el comportamiento químico de la insulina, lo cual condujo en el afio de 1955 a la elu­

cidación de su estructura y secuencia de aminoácidos por Sanger (23), Fig. (2). 

/ 

2.1 Estructura primaria. 

En forma general, la insulina consiste de dos cadenas peptídicas A y B, las· cuales se 

encuentran unidas por tres enlaces disulfuro que comprenden residuos de cistefna, dos de 

los cuales unen los residuos 7-7 y 20-19 sobre las cadenas A y B respectivamente, el tercero 

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

Aunque su actividad biológica es siempre la misma, todas las moléculas de insulina 

aisladas de diferentes especies animales, varían considerablemente en la composición de 

aminoácidos (25) (Tabla 1 ). La mayoría de las variaciones entre las especies de insulina con 

actividad biológica similar, se encuentran en los aminoácidos A8-10 debajo del puente disul­

furo, Al2-15, Bl-3, y B30, a estas porciones probablemente no se deba la actividad de la 

hormona. Posiblemente los residuos de histidina y serina sean importantes para la actividad 

biológica; la insulina de bacalao contienen poca cantidad de serina e histidina, esto con­

cuerda con su baja actividad biológica (26). 

Se han encontrado grandes diferencias en las insulinas de mamíferos, por ejemplo, las 

4 
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insulinas de rata y cuyo, difieren de la insulina de puerco por más de 17 de 51 aminoácidos 

(27). Por su estructura y composición similar a la humana, la insulina porcina se ha cm 

pleado en el tratamiento de la diabetes mellitus (28-3 1 ). 

ESPECIE CADENA A CADENAB 

Oveja Ala8 • Gli9, Valu1 Ala30 

Bovina Ala1, Val10 Ala30 

Conejo ---- - Ser,. 

Porcina ------ Ala30 

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

2.2 Relación estructura actividad. 

Por medio de reacciones se intentó er.contrar la relación entre estructura química y 

actividad biológica (32), suponiendo que si un grupo funcional no es esencial en la actividad 

de la hormona, el modificarlo químicamente, no debe influir en su acción biológica. Encon-

trándose que no se requieren los grupos amino de los aminoácidos tenninales y los amino 

cpsilon de los residuos de lisina, ya que su acetilación no causa pérdida en la actividad bioló-
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gica. De modo semejante la remoción de la amida en la Jsparagina terminal de la cadena A 

no tiene efecto, aunque la remoción del ácido aspártico mismo causa pérdida completa de la 

actividad. la remoción del octapéptido terminal de la cadena B inactiva a la insulina, aunque 

la remoción del carboxiaminoácido tenninal de la misma B30 no afecta la actividad. Los 

grupos llJdroxilo alifáticos de serina y treonina se pueden modificar por sulfatación con poca 

pérdida de la potencia, mientras que los grupos lúdroxil • fen6lico, imidazol de la histidina, y 

grupos carboxilo son esenciales para la actividad. Aunque la mayor parte de las cadenas se 

pueden modificar sin interferir con la actividad. La reacción de los mismos sitios con molé­

culas suficientemente grandes para producir impedimento estético puede causar in;JCti­

vación. También se sabe que los enlaces disulfuro son de vital importancia para la actividad 

lúpoglucémica de la insulina, ya que se ha demostrado que el rompimiento de cualquiera de 

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

Estructura secundaria y terciaria de la Insulina. 

Las estructuras secundaria y terciaria de la insulina porcina y bovina fueron determi­

nadas por cristalografía con rayos X (34 ). Estos estudios Indican que la cadena A de lamo­

lécula es la más expuesta, incluyendo el puente disulfuTo ~ -11 , que posiblemente toma 

parte de la actividad honnonal, (Fig. 3). La cadena B se encuentra en la porción interna de 

la molécula; el enlace no covalente entre las cadenas B, B13 -i11 es responsable de 11.1. forma­

ción de 1 dímero de la insulina y probablemente de poi !meros superiores. El héxamero cris­

talizado de la insulina se forma por la coordinación de tres dímeros alrededor de dos átomos 

de cinc. Cada ión de cinc está en contacto con tres residuos de histidina 8 1 0 , otras contri­

buciones a la estructura del hexámero pueden ser las interacciones del ión cinc con tiro-



sinas, enlar.es hidrógeno entre los dímeros, particularmente de los residuos de ~cido glutá· 

mico. 

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

La insulina en solución sufren un fenómeno de asociación y disociación estructural, et 

cual varia con la temperatura, concentración y pH (35). La unidad estable en solución 

acuosa de insulina, cinc, abajo de pH=2 es un dímero y se encuentra como monómero en 

ácido acético al 30' /o a un pH=4 a 7, la proteína es generalmente insoluble debido a la for-

mación del hexámero, 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 tiene un peso 

molecular de 12000 en medio ácido, pero se disocia a un peso molecular de 6000 entre pH= 

8-9 (36). 
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2.3 Química del enlace disulfuro. 

El enlace disulfuro úne entre sí a dos cadenas paralelas mediante los residuos de cis-

teína. este enlace es relativamente estable y no se rompe fácilmente en las condiciones 

usuales de desnaturalización. El tratamiento con ácido perfónnico empleado por Sanger 

(37). Oxida los enlaces S-S de la insulina separando las cadenas polipeptídicas que la consti-

tuyen, sin afectar las otras partes de la molécula. Esta reacción de rompimiento de insulina 

se puede llevar a cabo por oxidación o reducción de los puentes disulfuro de Ja cisteína Fig. 

(4). 

---NH~~CO---

S03H ox. 

---NH-

2 

---NH-y;;;o---
red. I: -----

+:H 
---NH-CH-CO---

red. 
J 
CH2 

---NH-CH-CO---

ox. 

t2 
---NH-CH-CO---

Fig. 4 

La oxidación de un grupo sulfhidrilo de la cisteína a un grupo disulfuro de la cistina 

se efectúa fácilmente en oxígeno atmosférico en presencia de trnz:as de iónes metálicos (ión 

cobre), pero cuando se trata la cisteína con agua de bromo, la oxidación va más allá del 

estado disulfuro, y el grupo sulfhidrilo se convierte en ácido sulfónico. Otra reacción im · 

portante y característica del grupo tiol, ocurre con metales pesados como mercurio, plata, 

con los que forma mercapéptidos. 

El rompimiento de insulina también se logra empicando un agente reductor, por 
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ejemplo mercaptoetanol (Fig. S ). 

s-s 
_ ..... 1.,..

1 
_ _.f ___ A 

s ~ 
1 ,, 

~ t 
HO-C2H4-SH "' 
B 

s-s 
1 1 A _ _...,,,____._ ___ l __ H 
SM 5 

SH 
1 

Fig. S Rompimiento de insulina por un agente reductor 

B 

También ocurre el rompimiento de los disulfuros con sulfito de sodio (38-40), en pre-

sencia de un agente oxidante suave como tetrationato de sodio (sulfitólisis exidativa). Así, 

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

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

so3 A-S-S-B 
insulina en exceso 

A-SH 

B-SH + A -sso3 
formas sales de Bunte 
reducidas o S-sulfonatos 

Fig. 6 Sulfitólisis oxidativa 

Dentro de esta reacción se sabe que el puente intracadena es más difícil de atacar que 

los otros dos puentes disulfuro, la reacción se lleva a cabo en un medio desnaturalizante para 

lograr el rompimiento completo. Los péptidos S-sulfonados son los suficientemente estables 
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para su purificación (32, 39), además que fácilmente pueden transformarse tanto a sus co­

rrespondientes formas reducidas (A-SH, B·SH), así como a sus formas oxidadas (A-S-S-8), 

propiedad que se emplea para la síntesis de disulfuros, (40, 41 ). r 

2.3.1 Asociación de cadenas A y B (Síntesis de disulfuros). 

Se ha establecido que la asociación de cadenas A y B para formar insulina, puede lle­

varse a cabo por combinación de cadenas tanto de origen natural (42-45), como sintético 

(46, 47), inclusive se han preparado insulinas semisintéticas constituidas por cadenas de 

origen natural y sintético (48). De los muchos intentos por regenerar la hormona natural, 

solo algtmos son útiles. Por ejemplo, la regeneración oxidativa a partir de productos redu­

cidos puede conducir a un gran número de productos; monómero, oligómeros y polímeros 

e insulina. Así la probabilidad de la unión correcta por la oxidación simultánea 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==S.5 a 9, se obtuvo insulina con 

un rendimiento de l a 2° /o. 

Variando las condiciones de reacción, el rendimiento se fue incrementando inicial· 

mente de S a 100/o (49, 50), y así Tsou y colaboradores (51 ), l"CJ'lortan un rendimiento del 

500 /o empleando cadena A, en un exceso del 500 /o a pH= 10.6 para evitar agregación de ca· 
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denas individuales. La mezcla de reasociación se pasó por filtración en gel encontrándose 

monómeros, oligómeros y polímeros de A, pero muy poco de B. Sin embargo los autores de 

artículos más recientes (52) al emplear este método, reportan rendimientos de solo un 1 O a 

200/o. 

En forma paralela (53), también reportaron rendimientos del 500/o cuando se oxidó 

la cadena A hasta que un 500/o de los grupos SH fueron convertidos a grupos disulfuro, 

adicionando la cantidad equivalente de cadena B reducida y finalmente completando la oxi-

dzclón a pH=8.9. Por este procedimiento se forma primero el puente disulfuro A.-11 , sobre 

la subsecuente combinación con cadena 8, prácticamente soto se forma insulina, además del 

isómero con arreglo anliparalelo, (fig. 8). 

·t:fTendimiento de insulina se puede incrementar a un rango del 700/o por reacción de 

la cadena B en forma de S- sulfonato. En este caso probablemente se evita la formación de 

monómeros y polímeros [B]n, [AB,Jn. 

i $H 
s S-S SM 1 

11 " ~ ~u s. 
fo] 

8 +~J + 
B k¡ 1 -

~ ~H sso, 

A A 

Fig. 8 Asociación de cadenas A y B de la Insulina 
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La asociación de cadenas para la fonnación de insulina, también se ha empleado para 

la preparación de insulinas semisintéticas, "insulina híbrida", constituidas por cadenas obte· 

nidas de diferentes especies o bien empleando cadenas sintéticas y naturales (49, S 1, 52, 44, 

49). Sin embargo el rendimiento máximo que ha alcanzado hasta la fecha, lo dá el método 

reportado por Katsoyannis, 60-800 /o. Este consiste en reducir el S-sulfonato de la cadena 

A, al correspondiente tiol (A-SH) a pH=S en atmósfera de nitrógeno, empleando como 

agente reductor un exceso de mercaptoetanol, de esta forma, la cadena A reducida se trata 

en exceso (6: 1) con la cadena Ben forma de S-Sulfonato a pH=9.6 y a bajas temperaturas 

(0-2"C) durante 24 horas, f'igura 9. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como puede observarse en la figura l el proyecto global implica varias etapas, en cada 

una de las cuales interviene un grupo de investigadores. La parte de biotecnología se encarga 

del estudio y producción de las cepas microbianas de Escherichia coli. La sección de inge-

niería genética comprende la producción de genes y su introducción a las células micro-

bianas, para la producción de cada uno de los péptidos que forma la insulina. El grupo de 

química se encarga de la separación, purificación de los péptidos A y B, así como los estu-

dios de reasociación, purificación y cristalización de insulina. Y finalmente, la parte inmu-

nológica, se relaciona con la preparación de los anticuerpos tanto para cadenas como para 

insulina y la cuantificación de la misma. 

El presente trabajo corresponde a la parte química, así, en una etapa inicial, surge la 

necesidad de desarrollar la metodología que abarca desde la purificación de los péptidos em-

picados, hasta la cristalización de insulina. Una vez establecida, se aplicará a los estudios de 

asociación de los péptidos A y B producidos por bacterias modificadas por ingeniería gcné-

ti ca. 

Para el desarrollo de esta rnetodologfa, será necesario preparar los péptidos A y B, a 

partir de insulina comercial, debido a que en este momento, los péptidos que se han obte-

nido por fermentación microbiológica se encuentran en la etapa de purificación y en can-

tidades muy pcquefias. 

l 
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OBJETIVOS 

A). Obtención de los péptidos A y B por sulfitólisis oxidativa de insulina comercial 

para emplearlos como materia prima. 

B). Preparación de un estándar de insulina libre de cinc, a partir de insulina comercial 

para utilizarlo como patrón de referencia. 

C). Desarrollar métodos de detección, purificación y cuantificación de insulina co­

mercial, para aplicarlos a la insulina obtenida por fennentaci6n microbiológica. 

D). Optimizar el método de asociación de péptidos A y B para regenerar la iJlsulina. 

E). Desarrollar el método de cristalización, empleando como materia prima la insu­

lina amorfa, método que se empleará en la insulina obtenida a partir de cepas microbianas. 

16 



lllPOTESIS 

Los estudios que se realizarán en el presente trabajo serán adecuados para la detec-

ción, purificación, cuantificación y cristalización 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 físicas, químicas y fisiológicas a 

las de la insulina de referencia. 
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MATERIALES Y METODOS 

Equipo: 

Colector LkD Bromma multirac 211 1 equipado con Uvicord, bomba y graficador 

Columnas de cromatografía LKB, Cromaflex y Pyrex de diferentes tamal\os y diámetros. 

Colorímetro; Sepctronic 21 Bausch & Lomb. 

Potenciómetro; Beckman modelo 3500. 

Centrífuga; Sorvall RC-5 lnstruments Dupont. 

Parrilla de agitación y calentamiento SYBRON Thermolyne 1000. 

Vórtex; Super-mixer Lab-line lnstruments. 

Balanza analítica; Basch S-2000. 

Microbalanza; Mettler M-5 lnstruments A.G. 

Liolilizador; CRYOLIZER New Brunswick Scientific. 

Cámara de electrofóresis; Bio Rad Laboratories. 

Fuente de poder; ISCO y Bio Rad. 

Espectrofotómetro DU-8; Beckman. 

Horno de vacío; modelo Vacuun Oven Presición, G.C.A. Corporation. 

Microscopio AO Spenccr 20 epuipado con cámara fotográfica. 

Microscopio; ZEIZZ West Gcrmany. 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Spectra Physics 8000 B. 

Placas de cromatografía en placa fina C-18 Whatman. 

Secador de geles; Bio Rad. 

Speed Vac Concentrator; svclOOh Instrumcnts lnc. Hickville N.Y. 
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Reactivos: 

Insulina cinc bovina, cristales; SIGMA. 

Insulina cinc porcina, cristales SIGMA. 

Acido acético R.A.; J.T. Baker. 

Acido sulfúrico R.A.; J.T. Baker. 

Acido clorhídrico R.A.; J .T. Baker. 

Alcohol etílico absoluto R.A.; J.T. Baker. 

Acetona R.A.; J.T. Baker. 

Acido tricloroacético R.A.; J .T. Baker. 

Hidróxido 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 bórico 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. 

Reactivo de Folin.Cicalteu; Sigma. 

Citrato de amonio R.A.; J.T. Baker. 
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METO DOS 

7 .1. Cromatografía por filtración molecular. 

La amplia variedad de geles granulados ha hecho de la cromatografía en columna, el 

procedimiento más comunmente empleado para la separación de proteínas. Uno de estos 

métodos es la cromatografía por filtración molecular; en la cual se toma en cuenta las pro­

piedades del tamiz molecular del gel y la separación se lleva a cabo por las diferencias en el 

tamaño molecular de los péptidos a separar. Las moléculas con peso molecular cercano o 

por encima del límite superior del rango Je exclusión son totalmente excluidas del gel y 

emergen en el volumen vacío de la columna, y las moléculas cuyo peso molecular se en­

cuentra dentro del rango de exclusión son separadas. 

Preparación de los soportes para filtración molecular en geles formados por entrecru­

zamiento de dextrano con epieclorhidrina (Sephadex G·l 5, 25 y 75). 

En forma general los soportes se tratarán de la siguiente manera; en un matraz Kita­

sato se coloca la cantidad necesaria de sephadex, se adiciona una solución de ácido acético 

al 5'3/o y se dejó en reposo durante tres horas. Después se conectó a la línea de vado du­

rante una hora, se elimina el sobrenadante reemplazándolo por nueva solución de ácido 

acético al 5°/o la resina se resuspende y se deja sedimentar. La operación se repite tres 

veces. 

Una vez equilibrado el sephadex ron ácido acético al 5° fo. se vierte en la columna en 

forma de una suspensión gruesa. 
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7.2. Cromatografía por intercambio iónico. 

Es una técnica de gran aplicación en la separación de proteínas. El enlazamiento de 

proteínas a intercambiadores iónicos se basa en la formación de múltiples enlaces iónicos re­

versibles entre los grupos cargado:> de la proteína y la matriz sólida. La afinidad de un inter­

cambiador iónico hacia la proteína, y también su capacidad de intercambio, está determi­

nada por la fuerza iónica y el pH. La separación de las proteínas enlazadas al intercam­

biador se basa en cambios en la carga de la proteína causada por variaciones en el pH, o 

afectando los enlaces por medio de sustancias que compitan con la proteína por las cargas 

del intercambiador. 

Preparación del Soporte. 

En un matraz K.itasato se coloca la cantidad necesaria de carboximetilcelulosa CM 52 

(intercambiador de catiónes), se le adiciona solución amortiguadora de acetatos 0.04M urea 

8M y ácido acético hasta pH=4.6. Se deja toda la noche conectada a la línea de vacío para 

eliminar el aire atrapado. Después se elimina el sobrenadante reemplazándolo por solución 

nueva, se agita suavemente hasta suspender toda la resina, se deja sedimentar. La operación 

se repite tres veces, este mismo tratamiento se emplea para preparar el soporte, para la cro­

matografía de la mezcla de reasociación, en una solución amortiguadora de urea 8M, ácido 

acético 0. lM y Tris hasta pH=4.6. 

7.3. Cromatografía en placa nm. 

Se emplearon placas de sílica fase invertida KC18 F Whatman de S x 10cm, como 

eluyente etanol al 45°/o en NaCJ O.SM, y como revelador fluorescamina en acetona al 0.1°/o 
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7.4. Espectrofotometría. 

Por este método se logra una rápida estimación de la concentración de proteínas que 

cluyen en cada una de las fracciones de una columna y se obtiene por la medida de la ab­

sorción de la luz en la región ultravioleta, particularmente a 280nm. La absorción a esta 

longitud se debe a los grupos aromáticos presentes en los aminoácidos por ejemplo, trip­

tofano, tirosina y fenilanina. Las ventajas de este método es que es rápido, 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 proteínas y pép­

tidos grandes, no puede recomendarse para análisis de mezclas desconocidas de péptidos, o 

porque únicamente pueden seguirse proteínas que contienen aminoácidos aromáticos, ya 

que muchos componentes pueden interferir en su determinación. Es posible determinar la 

concentración de péptidos totales, sin tomar en cuenta su composición de aminoácidos, si se 

mide la absorbancia a J80..220nm, en esta región la mayor parte de la absorción se debe a 

tos enlaces peptídicos. 

7.5. Proteínas totales método de Folin-Lowry. 

Este método fue desarrollado principalmente con fines de ser usado rutinariamente 

para determinar la concentración de proteínas en solución. El principio de este método, es 

que el complejo tartrato de cobre reacciona con péptidos en medio alcalino. El complejo 

cobre-proteína puede reducir al fosfotungstanato para formar un color azul que absorbe a 

750nm. 
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7.6. Densitometría. 

Este método consiste como su nombre Jo indica, en la medida de la densidad óptica 

de una placa negativa de un gel electroforético, la medida se lleva a cabo a 540nm, usando 

como blanco una región de la placa donde no aparezcan bandas de proteína. 

7. 7. Electrofóresis. 

Este método se emplea para la separación de proteínas en geles de almidón y po!ia­

crilamida, resulta conveniente ya que puede ser usado para el análisis en paralelo de nume­

rosas muestras; además de que se detectan, separan y cuantifican cantidades muy pequeflas 

de proteína. Su principio se basa en lo siguiente; en soluciones amortiguadas a un determi­

nado pH. Las proteínas se ionizan, es decir muchos de sus grupos especialmente COOH y 

NH2 característicos di: los aminoácidos adquieren carga eléctrica. A cualquier valor de pH 

que no sea el del punto isoeléctrico, estas cargas no se neutralizan entre sí y, por lo tanto, 

migran en un campo eléctrico. 

Ml!totle: 

Se prepara una solución de 1 Sg de acrilamida, O.Sg de bis-acrilamida y 48g de urea 

en 1 OOml de agua (gel separador). 

Preparación del gel separador; se colocan en un vaso de precipitados de l OOml, 9mt de 

la solución al ISº to de acrilamida, lml de solución amortiguadora de Tris l.716M y HCI a 

pH=8.47, 50µ1 de persulfato de amonio al 10>/o, y al JOµ! de TEMED, se mezcla y se vierte 

en la cámara de electrofóresis, dejando gelificar. 
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Preparación del gel concentrador; en un vaso de precipitados de 50ml, colocar 1 rnl, 

de la solución de acrilamida al 3í1'/o, lml de solución de Tris 0.0541M, H1 S04 a pH=6.l, 

3ml de agua destilada, 20µ1 de persulfato de amonio al ICJ>/o y 8µ1 de TEMED, se mezcla 

y se vierte sobre el gel separador que a solidificado en la cámara de electrofóresis. 

Gel continuo de boratos para electrofóresis de cadenas. 

En un vaso de precipitados de 1 OOml, se colocan l ,368g de acrilamida, 0.072g de bis· 

acrilamida, Sg de urea, 3ml, de solución de Tris 0.486M y ácido bórico 0.443M pH=S,66, 

aforar a 12ml una vez que se ha disuelto todo, agregar 100µ1 de persulfato de amonio al 

5°/o y 10µ1 de TEMED, mezclar y verter sobre la cámara de electrofóresis. 

7.8. Cristalización de proteínas. 

La cristalización de proteínas puede tomarse en cuenta como un índice de pureza por 

la forma y tamaflo de la red cristalina. Las proteínas al igual que los anfolitos son capaces 

de fonnar sales de dos tipos; hay proteínas aniónicas que se pueden unir con cationes y pro­

teínas catiónicas que se pueden unir con aniónes. Ciertamente a un valor de pH, una mezcla 

lle protcín:as estará integrada por aniónes y catiónes siempre que sus puntos isoeléctricos se 

hallen en lados opuestos del valor citado de pH y se formarán uniónes proteína - proteína. 

Muchos iónes forman sales insolubles con las proteínas y son excelentes agentes pre­

cipitantes. Para desproteinizar se emplean ácidos como tricloroacético, pícrico y percló­

rico. puesto que los aniónes de estos ácidos dan sales insolubles con las proteínas cuando 

se encuentran como catiónes. Frecuentemente se utilizan iónes de metales pesados tales 

24 



como Hg. Cu, Zn, Ba. 

7.9. Sulfitólisis oxidativa. 

Es un método químico que rompe selectivamente enlaces disulfuro en condiciones 

suaves, y dá como productos los péptidos S-sulfonados (sales de Bunte), que constituyen la 

insulina, estos péptidos presentan la estabilidad necesaria para su separación, purificación y 

caracterización, además de que fácilmente pueden transformarse a sus formas reducidas 

(A·SH, B·SH), y oxidadas (A·S-S·B), propiedad que también se aprovecha para la asociación 

de cadenas y que se describe más adelante. 

7 .10. Asociación de Cadenas A y B. 

Este método consiste en reducir el S-sulfonato de la cadena A, al correspondiente tiol 

(A·SH) a pH=S en atmósfera de nitrógeno empleando como ag.ente 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 (B-SS03 ), a pH=9.6 y a bajas temperaturas de 0.2"C durante 24 

horas, como lo indica la siguiente reacción. 

A·(SSO, )4 HS-C, H. -OH , A-(SH)4 + B-(SSO, h pH=9.6 Insulina activa 
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DESARROLLO 

8.1. Preparación de insulina libre de cinc. 

Se aplicaron 1 OOmg de insulina-Zn bovina comercial, disuelta en Sml de ácido acético 

al S(}> /o, en la parte superior de una columna de sephadex G-25 ( 120 x 2.Scm), previamente 

equilibrada con la llÜsma solución. Se colectaron las fracciones registradas por el uvicord 

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

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

rrespond ían a la proteína por medio de revelado con fuorescamina, la cual se dializó contra 

agua por 24 horas, liofilizó, obteniendo un polvo esponjoso blanco, al que se le determinó 

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

8.2. Sulfitólisis oxidativa. 

Se adicionó en un matraz de 250ml lg de insulina bovina o porcina, 40ml de agua 

recién hervida, 23g de cloruro de guanidinio, l .4g de fosfato de sodio dibásico, se ajustó et 

pH entre 7 .6 a 7.8 con hidróxido de sodio 0.lM, se adicionó en forma simultánea durante 

un periodo de 30 minutos una mezcla de 1.4g de sulfito de sodio y l .4g de tetrationato de 

sodio, dejando la reacción de 12 a 1 S horas a temperatura ambiente con agitación suave 

y en atmbsfera de nitrógeno. 

Terminando el tiempo de reacción se agregaron 1 OOml de agua fría recién hervida 

centrifugando la mezcla de reacción por 1 O minutos de 0-S"C a 7000 rpm, se puso el sobre· 

nadante y el precipitado por separado en sacos de dialisis de PM l 000, y dialisando contra 
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agua durante 24 horas, con cambios constantes de agua. 

La purificación de estos péptidos se llevó a cabo por cromatografía de intercambio 

iónico sobre una columna de CM- celulosa (60 x 4cm), equilibrada con solución amorti­

~uadora de acetatos (método pág. ::! 1 ). 

La eliminación de urca y sales después de su purificación se realizó para cadena A en 

filtración en scphadex G-15, y para cadena B por medio de díalisis contra agua. Estos pép­

tidos se liofilizaron y guardaron en refrigeración para su utilización. 

8.3. Reasociación de péptidos A y B. 

Reducción de la cadena A sulfonada (A-SS0-3 ) al correspondiente tiol (A-SH). En 

un tubo de centrífuga de 30ml, se adicionaron 20mg de cadena A sulfonada, Srnl de agua se 

ajustó el pH=S con una solución 0.1 N de hidróxido de sodio, enfriando la solución a O"C y 

pasando una corriente de nitrógeno. Se agregó 0.1 mi de mercaptoetanol, tapando el tubo 

con un globo inflado con nitrógeno y calentando la mezcla en baño maría a ebullición du­

rante 7 minutos con agitación constante. 

Cuando se terminó el tiempo de reacción, se enfrió la solución a OºC, y ajustando el 

pH=3.8 con ácido acético IM, se centrifugó durante 7 minutos: a 7000 rpm y a OºC, de­

cantando el sobrenadante. 

Se adicionaron 3ml de solución amortiguadora de acetatos 0.1 M pH=3.8 agitando 



y volviendo a centrifugar, se repitió el mismo proceso pero ahora lavando con 3ml de buffer 

de acetatos 0.02M. 

Asociación de péptidos; disolver la cadena A reducida en 1 Oml de solución amorti­

guadora <le glicina pH=9.6, esta solución se libera previamentc Je oxigeno, pasando una t:o­

rriente de nitrógeno por 5 minutos. Se agregaron Srng de cadena Ben forma de S-sulfonato 

(B-SS03 ), agitando hasta su disolución. 

Se pone la mezcla de reacción con agitación suave en el cuarto frío 0-SºC durante 

18 a 22 horas. 

Terminado el tiempo de reacción se toman alicuotas de 0.1 mi para electrofórcsis y 

radioinmunoensayo, ajustando el pH=3 de la mezcla para agregar un volumen igual de solu­

ción saturada de ácido pícrico y se guarda en refrigerador durante 24 horas. 

Se centrifuga la mezcla a 7000 rpm durante 10 minutos. 0-SºC se elimina el sobre­

nadante y el precipitado se disuelve en la mínima cantidad de amoniaco O.IN y se agregan 

1 Oml de acetona, se deja reposar por 15 minutos en congelador y se centrifuga, se elimina 

el sobrenadante y el precipitado es el producto final. 

8.4. Purificación de la mezcla de rcasociación. 

Se disolvieron 25.4mg de mezcla de reasociación en 2ml desolución amortiguadora de 

urca 8M ácido acético 0.1 M Tris pH=4.6, se centrifugó y se aplicó el sobrenadan te en una 
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columna de CM-celulosa (20 x 2cm) equilibr.ida con la misma solución amortiguadora, des­

pués de dos volúmenes de columna se aplicó un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M, 

colectándose la fracción correspondiente al pico que eluye a una misma fuerza iónica que 

el estándar. 

El desalado de las fracciones colectadas se llevó a cabo en sephadex G-25 y ácido 

acético al 5°/o las fracciones eluidas se liofilizaron checando su identidad por electrofóresis 

y análisis de aminoácidos principalmente. 

8.5. Cristalización. 

En un vaso de precipitados de 50ml se colocan 0.05g de insulina libre de cinc (insulina 

amorfa). adicionar Sml de ácido clorhídrico 0.02M, O.Sml de su.lfato de cinc O. l 2M, 0.Sml 

de agua 2.Sml 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 refrigeración. 
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RESULTADOS 

9 .1. Desalado de insulina cinc comercial. 

El desalado de insulina...:inc bovina se llevó a cabo en las condiciones previamente en 

la página 28. El perfil de elución obtenido (fig. 11 ), muestra dos componentes, donde el 

primero corresponde a la insulina y el segundo al ión metálico de cinc. 

D.0. (280nm) 
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o ... 
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20 40 60 80 

1.- Insulina 

2.-Cinc 

100 120 
(V 0111111121 (mi) 

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

sephadex G-25 (120 x 2.Scm), eluyente ácido acético al 5CP/o. 
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9.1.1. Valoración del cinc. 

La determinación cinc para las fracciones que aparecen en la figura 11, se llevó a cabo 

por el método de la di tizona (54 ), encontrando 0.009> Jo de cinc en la fracción correspon-

diente a la insulina y 0.55°/o de cinc en una muestra de insulina-Zn bovina comercial que 

corresponde a lo reportado en el marbete. Para esto fue necesario la construcción de una 

curva estándar de cinc, (fig. 12). 
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Fig. 12 Curva estándar de cinc. 
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9.1.2. Cuantüicación de proteínas. 

La valoración de proteína total de una muestra 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 

vacío sobre pentóxido de fósforo y a una temperatura de 60"C, se determinó la cantidad de 

proteína empleando el método de Lowry, obteniendo los siguientes resultados de dos 

muestras de insulina libre de cinc con respecto a una curva estA.ndar de dbúmina. 

Albúmina µg 

so 

100 

200 

300 

400 

Curva Estándar 

Abs. (625nm) 

0.13 

0.25 

0.49 

0.72 

0.96 

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

Muestramg 

1.93 

l.81 

º/o de proteína 

84.9 

86.S 
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O.O. (625nm) 

1.0 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

100 200 300 400 Concenlladón (J.lg/ml) 

Fig. 13 Curva estándar de albúmina. 
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9 .2. Preparación de las cadenas A y B de la insulina. 

9 .2.1. Purificación. 

Los péptidos obtenidos de la sulfitólisis oxidativa de la insulina, se purificaron por 

cromatografía de intercambio iónico sobre CM-celulosa (pág. 29), los perfiles de elución son 

los siguientes (figs. 14 y 15 ). 

O.O. (280nm} 

1.0 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

100 
1 

200 300 400 

Fig. 14 Purificación de cadena A. 

1.- A(SSO> )4 

2.-B(SS03 h 

500 600 (Volumen (mi) 
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Fig. 1 5 Purificación de cadena B 

l.· A(SS03 )4 

2.· B(SSO, )a 

500 
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1 
9.2.2. Electrofóresis de las cadenas A y B. 

Para verificar la pureza de ios péptidos purificados en el punto anterior se realizó un 

clectrofórcsis en un sistema continuo de Tris - Boratos. Los resultados se presentan en la 

(Fig. 16) donde puede observarse la aparición de dos bandas tratándose probablemente de 

que una de ellas sea la forma desamido. 

1 ?. l 4 5 6 7 8 '9, 'º 

,..,,,.,.. -· -- .... -~ 
......... ......-.a 

-~ - - .....-

. .., ~ 

-

LEYENDA 
1. Cadena A sulfonada. 
2. Cadena B sulfonada purificada por HPLC. 
3. Insulina comercial purificada por HPLC. 
4. Sin muestra. 
5. Cadena B sulfonada. 
6. Insulina comercial. 
7. Cadena A sulfonada 
8. Cadena B sulfonada 
9. Sin muestra. 

JO. Insulina reasociada. 
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9.3. Rensociación de cadenas A y B. 

Este procedimiento de reasociación de cadenas se llevó a cabo por el método repor-

tado por Katsoyannis ( 44 ), empleando cadenas obtenidas por sulfitólisis oxidativa de in-

sulina bovina. 

9.3.1 Detección de la insulina reasociada por cromatografía en placa fina antes de 

precipitar la mezcla de reacción, se corrieron una placa en fase invertida KC 18 Whatman 

(Métodos pág. 22) la mezcla de la reasociación se comparó contra un estándar de insulina 

bovina disuelto en buffer de glicina O.OSM a pH=9.6, usando como revelador fuorescamina 

en acetona, los resultados pueden observarse en la siguiente figura, donde se aprecia la posi-

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

- . ·---- ·- .... -- -· -·----, l tnaallna 
R 32·1 comercial • 

----- ----· ---

'

----------·-· ·· 1 

lnlUllna 1 
R 32·2 R 32-3 comercial 

¡ 
1 f. . . , r · -.... 
: v~·") 1:_~.--.::· · .. _:i __ 
~ ~ ~ .... _,.· ·- -

! 
.. .! 

Fig.. 17 Cromatografía en placa fina fase invertida KC-18 de la mezcla de reas<>­
ciación contra un estándar de insulina bovina. 
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9.3.2. Detección de insulina reasociada por electrofóresis. 

Debido a que el sistema de electrofóresis fue empleado cuando ya se habían realizado 

las primeras reasociaciones 1-24, este sistema se reporta a partir de las reasociaciones 25 en 

adelante. 

Empleando el sistema multifásico reportado por Jovin (55), con el cual se logró una 

buena resolución para la mezcla de reasociación de péptidos A y B, en la figura 18 se pre­

senta la electrofóresis de las reasociacioncs número 25 a 30, donde se puede apreciar una 

banda que corresponde con el estándar de insulina, aunque en una proporción muy baja, 

comparándola contra los péptidos totales que aparecen. En esta misma electrofóresis se 

colocó un estándar de cadena By puede apreciarse que tiene un corrimiento menor con res· 

pecto a la insulina, además de la diferencia en afinidad por el colorante (la cadena B se tifie 

más fuertemente). Dentro de este mismo sistema también puede apreciarse que la cadena 

A corre al frente. 
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2 5 

.·~. 

Fig. 18 Reasociadones 25 a 30 (R-25 a R-30). 

LEYENDA 
1. Reasocfaci6n # 25 
2. Estándar de insulina-Zn comercial lµg 
3. Reasociación # 26 
4. Reasociación # '27 
S. Estándar de cadena B sulfonada 
6. Reasociación #r 28 
7. Sin muestra 
8. Estándar de insulina comercial 3¡.ig 
9. Estándar de in.~ulina comercial Sµ.g 

10. Reasociación # 24 
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De acuerdo a los resultados que se muestran más adelante, se puede concluir que en 

las reasociaciones # 32 se obtuvieron buenos resultados, esto se logró evitando la oxidación 

de la cadena A por medio de atmósfera de nitrógeno lo que se puede apreciar en la siguiente 

figura. 

2 3 4 5 6 -
-

-

Fig. 19 Reasociaciones # 31-3 2 

LEYENDA 
1. Insulina comercial l¡.ig 
2. Reasociación # 26 
3.Reasociación # 31-3. 
5. Reasociación # 32-1 
7. Reasociación # 32-2 
9. Reasociación # 32-3 

10. Insulina comercial 3¡.ig 

7 8 9 1U 
---._.~ --__ ..... _ ... 

-
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Las rea.sociaciones 31-34 se realizaron por triplicado lo cual se indica por los números 

separados por un guión ·l, 2 y 3. 

La reasociación 31-3 (R 31-3 ), prácticamente no presentó insulina, debido ?. que hubo 

exceso de calentamiento en la reducción de la cadena A, y el precipitado gelatinoso fonnado 

no se disolvió en la solución amortiguadora de glicina. 

Otra observación importante es que la banda de insulina en la electrofóresis representa 

aproximadamente el 8CP/o de las proteínas presentes. Las variaciones entre las reasocia­

ciones 32-1, -2 y 3, se deben principalmente, a la cantidad de hidróxido de amonio que se le 

adicionó para eliminar el picrato. Esta diferencia también puede apreciarse en los cromato­

gramas de purificación que se encuentran más adelante. 

9.3.3. Purificación de insulina reasociada. 

9.3.3.1 Intercambio de iónes. 

Los rcsúltados encontrados para la purificación de insulina de la mezcla de reasoci.a­

ción por cromatografía de intercambio iónico, se muestran .. las siguientes figuras. Las fi­

guras 20, 21 representan los cromatogramas de las reasociaciones R32-l, R32-3 respectiva­

mente donde se observa claramente la diferencia en la proporción de absorbancia de la 

primer fracción, que corresponde a la cantidad de ácido picrico presente en las muestras. 

Comparando estos cromatogramas con el de un estándar (fig. 22), se observa ta elu­

ción de un componente que corresponde exactamente con el del estándar, en volumen de 
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elución y fuerza iónica. Después de desalar estas fracciones por filtración en gel, en una co­

lumna de 20 x lcm, sobre sephadex G-25 en ácido acético al 5°/o y liofilizar, se realizó la 

electrofóresis de estas fracciones en los dos sistemas antes mencionados (pág. 23, 24). En­

contrando que dicha proteína reasociada tiene la misma movilidad electroforética que un 

estándar de insulina comercial, (fig. 19, 23). 
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Fig. 20 Cromatograma de 25.4m1 de mezcla de reasociación (R32 1) en una columna de 2 x 
20cm de CM-celulosa a pH=4.6 con ácido a~tico 0.1 M/Tris y urea 8M. A partir de la fracción S 
se aplicó un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M. 
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D.O. (280nm) 

O.l 

o.o 
0.08 

0.07 

0.06 

o.os 

0.04 

0.03 

0.02 

0.01 

--- --
-----..- -----

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 

Fig. 21 Cromato¡¡rama de 16m¡: de mezcla de reasociaci6n (R32-3) en una columna de 2 x. 20cm 
de CM-celulosa a pH=4.6 con ácido acético O.lM/Tris y urea BM. A partir de la fnKfión S se 
aplicó un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M . 
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O.O. {280nm) 

0.4 

0.35 

0.3 

0.25 

0.2 

0.15 

0.1 

o.os --.... - ... -
20 40 60 80 100 

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 ácido acético 0.1 M/Tris y urea 8M. A partir la elución de l 9ml se aplicó 
un gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2M. 
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Fig. 23 

LEYENDA 
1. Cadena A sulfonada. 
2. Cadena B sulfonada. 
3. Insulina purificada por HPLC. 
4. Sin muestra. 
S. Cadena B sulfonada. 
6. Insulina comercial. 
7. Cadena A sulfonada. 
8. Cadena B sulfonada. 
9. Sin mt'.estra. 

10. Insulina reasociada 32-3 purificada por cromatografía de inter­
cambio Jónico. 

En las figuras 19 y 23, se puede observar que existe muy poca diferencia en la migra-

ción 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 tíl\e fuertemente que la 

insulina y que la cadena A. 
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9.3.3.2. Cromatografía de líquidos. 

La purificación se llevó a cabo en un cromatógrafo Spectra Phycis- 8000 B empleando 

un sistema de eluyentes; 2.5°/o de ácido fórmico (solución A), 80>/o acctonitrilo (solución 

B), y un gradiente de 20 a 4(1>/o de acetonitrilo. 

Para fines de identificación y cuantificación, se corrió un estándar en las condiciones 

antes mencionadas (f¡g, 24). donde se observa la e lución de un compuesto definido con un 

tiempo de retención de 498 segundos . 

. r 

M ... 
11'> .. 

l 
~%... ft:lE !€ F ~ : _Jt..,. __ .J'"_M __ __,/ ~ ..... ID---.. 

pico# 
1 
2 
3 

25.9 µg de insulina bovina 

área º/o RT 
1.IS 96 
12.69 129 
86.16 498 
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En la figura 25 se representa el cromatograma de la mezcla de reasociación R32·1, 

eluido bajo las mismas condiciones que el estándar, y en éste se aprecia un pico bien de-

finido con un tiempo de retención similar al del estándar de insulina . 

·: 

\O·:·. 
N ...... 

... 

::z: 
~ 
h. 
o 
·-.. . % 
w 

En estas figuras no se anota el º/o de área debido a que las muestras no se solu· 

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

tcrior se observa un pico con un tiempo de retención cercano al del estándar de insulina. 

50 



CD 
'J ·,t4'1 

"' 
... ~f N 

1 ' 
"" M .. ... 'I> (!o ,., In 

M \O .. N ... 
'° . ~ ..e N ... 

L:-d~ 12i· 
:z: 
::i 
Q: ... LL. u ......., o 

~ .·llltll)) ':::.':1 i..,0 o %~ % - liJ 

F.i¡. 27 En esta fi&Ura tamltit!n existe Uft pico ltlen definido con un tiempo de reten· 

ción similar al del estándar R32·3. 

En las tres figuras anteriores, se puede observar que prácticamente todos los cromato-

gramas son idénticos, y que en las tres muestras aparece una fracción que corresponde con el 

del estándar. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por cromatografía en placa fma 

y electrofórcsis. Ahora en la figura 28, se representa el cromatograma de la mezcla de reas.o-

ciación R31-3 en donde hubo problemas de solubilidad, por sobrecalentamiento en el paso 
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,de reducción de la cadena A, y por lo tanto, se obscava un pico muy pequeno que corres-

• ponde al de la insulina. 

l 

... 

Fig. 28 Cromatograma de la R31-I donde hubo sobrecalentamiento. 

Por medio del área bajo la curva se cuantificó la insulina en cada una de las muestras, 

el porciento de rendimiento calculado por este método es de aproximadamente 2<Pto para 

las reasociaciones R32, y del '1:'/o para la RJJ-1, es importante aclarar, que hubo problemas 

de solubilidad de las muestras y de éstas, sólo se aplicó el sobrenadante, por lo tanto, se 

piensa que pudo haber absorción de la insulina por proteínas de mayor peso molecular pre-

sen tes en el precipitado, por to que este método no se puede tomar como cuantitativo hasta 

no resolver el problema de solubilidad. 
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9.3.4 Análisis de aminoácidos. 

Se envió una fracción de insulina reasociada (R32-2), purificada por cromatografía de 

líquidos, a la unidad de aminoácidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, y un es­

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

composición esperada para la insulina. 

AMJNOAaDO ESPERADO INSULINA COMEllCIAL INSULINA REASOCIADA 

Acido Aspártico 3 3.0S 2.98 

Treonina 1.03 0.98 

Serina 3 3.02 2.78 

Acido Glutámico 7 6.9 7.1 

Prolina 1 0.3 0.68 

Glicina 4 3.96 3.94 

Alanlna 3 3.0 3.23 

Cistcina• 6 

Valina 4 4.3 4.39 

Isoleuclna 2 0.2 0.07 

I.euclna 6 5.1 5.86 

Tirosina 4 3.37 4.52 

Fenilalanina 3 2.32 3.0 

Histidina ·2 2.07 1.9 

Lislna 0.83 0.79 

Arginina 0.81 0.88 

•No dctcnnlnldo. 
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9.3.5. Cuantificación. 

9.3.5.1. Cromatografía de Uquidos, la cuantificación de insulina presente en la rnez· 

cla de reasociación, fue detenninada por los encargados de cromatografía de líquidos del 

Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, los cuales reportaron rendimientos maximo1 

del 20> /o para las reasociaclones 32, sin tomat en cuenta que hubo problemas en la solubi· 

lidad de la muestra. 

9.3.S.2. Análisis de aminoácidos, este análisis se llevó a cabo por la Unidad de Amino­

ácidos del Instituto de Investigaciones Biom6dicas. reportando un rendimiento del 449/o. 

9.3.5.3. Absorción a 280mm se cuantificó la insulina reasociada en el proceso de 

purificación, empleando los cromatogramas respectivos para encontrar el área bajo la curva 

c~mparada contra un estándar eluido en las mismas condiciones, el resultado es del orden 

del '4S-/o. 

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

Dra. Patricia Joseph, reportando rendimientos del 6CP/o para las reasociaciones 32. 



9.4. Cris'tlllización de insulina. 

Para estandarizar este método y aplicarlo partículam1cnte a la insulina obtenida en 

bacterias, fue necesario obtener insulina libre de cinc (amorfa), figura 29. 

Se probaron dl<;tintos métodos de cristalización reportados encontrándose considera· 

blcmente variaciones en la fonna y uunai'lo de los cristales obtenidos. 

Las figuras (30 y 31) muestran los cristales de insulina de cerdo y bovino comerciales. 

En estos cristales comerciales se aprei:la la fonna de rombohedro con variaciones en el ta-

mano de los cristales, y presencia de partículas amorfas. 
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Fig. 30 Cristales de insulina de cerdo. 

•.·· 

Fig. 31 Cristales de insulina bovina. 
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Al probar.la cristalización de la insulina amorfa, se encontró que el tamaf'io de los cris­

tales obtenidos por cualquiera de los métodos empleados, está sujeto a la velocidad de for­

mación, agitación y a la concentración de iónes cinc en solución. 

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

cristales pequefios. Esto probablemente se debe a su rápida formación. Evitando Ja agita­

ción en este proceso los resultados fueron idénticos. 
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Cuando se adicionó la acetona rápidamente, por el método de Schlicht111ll (2 l ), los 

cristales formados instantáneamente fueron muy pequeños, en cambio cuando la adición de 

acetona se llevó a cabo lentamente sobre la superficie de la mezcla cristalizante, los cristales 

se fueron precipitando lentamente en forma de rombohedros bien definidos, y de tamal'io 

uniforme comparable con los cristales de insulina comerciales, además de que no se apre-

ciaron partículas amorfas, fig. (33). 

(Fig. 33). 

Empleando el método de Za11an H., et al. (56), cuando se ajusta al pH>=6, se fonnó un 

precipitado rápidamente, la insulina cristalizó en fonna de estrella y de ro!"lbohedros no 

bien defmidos. Flg. (34). 
$8 



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

cuando se adicionó acetona lentamente como último paso de la cristalizaci6n • 

. .,. 

..... ·.'' 

Qd~ .. • ... .. {\ .. 
'( F:ig. 34) 

Cristales de insulina en fonna de estrella y rombohedros en proceso de transforma-

ci6n a la forma estrellada. 
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DISCUSION DE RESULTADOS. 

En primer término fue necesario desarrollar el método de desalado de insulina comer­

cial por filtración en gel, con el propósito de obtener insulina libre de cinc, para emplearla 

como patrón de referencia y para los estudios de cristlllización. Para verificar ~os resultados 

del proceso anterior, y poder trabajar en forma cuantitativa se realizó la valoración de pro­

te(nas. A este mismo péptido como a una muestra de insulina sin desabr, se le determinó la 

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

La insulina obtenida en el proceso anterior se sometió a la reacción de sulfitólisis oxi­

dativa, reportada por J.L. Bailey (39), para obtener cada uno de los péptidos A y Ben forma 

Ssulíonada, resultando para cada caso polvos blancos muy ligeros. Su purificación se llevó 

a cabo por intercambio iónico en medio ácido. Debido a que ambos péptidos presentan pro­

piedades diferentes, la separación fue satisfactoria, posteriormente fue necesario dializar 

contra agua y después liofilizar. Finalmente, estos péptldos se caracterizaron básicamente 

por su composición de aminoácidos y movilidad electroforética. 

Uno de los aspectos más Importantes de este trabl\io fue la adaptación del metodo de 

reasoclación (29, 30), sobre el cual se lograron eficiencias del 6íP/o medidas por radioinmu­

noensayo. 

Con respecto a los métodos de detección de Insulina, la cromatografía en capa íma 

resultó ser conveniente para detectar Insulina de la mezcla de reasociaci6n. 



La movilidad electroforétlca de ta mezcla de reasociación, frente a un estándar de in-

5ullna, indica probablemente la migración de un péptldo con la misma movilidad electrofo-

rética que el estándar. 

La cromatografía de líquidos para muestras de insulina reasociada, tambitn se empleó 

como método de identificación y purificación, comparando los tiempos de retención contra 

un estándar. Sin embargo, debido a los problemas de solubilidad no se utilizó este método 

con fines cuantitativos. 

Se logró la purificación de la insulina rcasociada por intercambio i6nico Jo que se Ye- . 
ri.ficó por electrefóresis y análisis de aminoácidos. • • 

En lo referente a la cristalización, los resultados encontrados fueron muy interesantes 

debido a tas diferentes fonnas y tamano de los cristales obtenidos y dependiendo del proce-

dimiento empleado. Finalmente, se logró cristalizar la insulina con la forma (rombohedros) 

y tamafto requerida para este trabajo. 
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CONCLUSIONES 

El método empleado para desalar la insulina-cinc comercial bovina, fue adecuado. De 

acuerdo a los resultados encontrados para la determinación de cinc donde su concentración 

en la insulina desalada, resultó ligeramente menor que la reportada por otros métodos de de­

salado. Además el análisis de aminoácidos reportó una pureza del 9lJ'/o, por lo que esta 

muestra se empleó como patrón de referencia y como materia prima para el desarrollo del 

método de cristaliz.ación. 

Los péptidos obtenidos por sulfitólisis oxidativa de insulina cinc comercial o insulina 

amorfa. cumplieron con los requerimientos necesarios para los objetivos planteados. Dichos 

péptidos mostraron la composición y pureza indispensable para usarse como patrones de re­

ferencia, y para la adaptación del método de asociación, lo que fue corroborado por su aná-

.. lisis de aminoácidos y estudios de electrofóresis. 

La n:asociaclón de las cadenas A y B, demostró la presencia de un péptido con las 

mismas propiedades íisiocoquímicas y biológicas que el estándar de insulina empleado, de 

acuerdo a las p1uebas de caracterización empleadas como la composición de aminoácidos, 

movilidad comparativa frente a la hormona natural y estudios de actividad biológica por 

radioinmunoensayo. 

Los métodos de purificación de insulina de la mezcla de reasociación son satisfacto­

rios, de acuerdo a los resultados encontrados por electrofóresis y composición de amino­

ácidos. 



El método de cristalizacíón desarrollado en este trabajo cumplió con los objetivos 

planteados, e inclusive superó en homogeneidad de forma y tamaflo a diferentes muestras 

comerciales utilizadas como referencia. 
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