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Magnifico y Excmo. Sr.
Sefloras y Sefiores:

EI honor que hoy me corresponde de leer este Discurso
de Apertura del nuevo Curso Académico, que comienza en
nuestra Universidad salmantina, me colma de extraordina-
ria satisfaccion intima, que sélo se ve ligeramente turbada
ante la perplejidad de acertar en la eleccién de un tema
apropiado. o T

Es la segunda vez, en mi carrera académica, que he te-
nido que confeccionar una oracion inaugural, y como en la
primera, que fué en Santiago de Compostela, en vez de ha-
cer una exposicion doctrinal, o de resumen de actualidad so-
bre alglin progreso cientifico concreto, he preferido ofrece-
ros las primicias de un modesto trabajo original de inves-
tigacion inédito, aprovechando asi esta oportunidad para
dar publicidad a unos primeros resultados que considero in-
teresantes y que es de esperar se vean pronto sancionados por
otros mas definitivos.

Me es grato hacer constar la asidua asistencia experimen-
tal que en todo momento me ha prestado D. FFaustino Cor-
don, antiguo alumno y colaborador mio, y s6lo me queda es-
perar fundadamente de vuestra comprension y benevolencia
que sabréis apreciar esta sincera exposicion de unos hechos



experimentales, que procurare hacer con la mayor sobriedad
y en forma escueta, y que sabréis perdonar el inevitable tec-
nicismo y la especializacion del tema elegido.

La insulina es un principio activo de:preciado valor terapéutico que se ex-
trae de las glindulas pancreiticas del ganado vacuno y de cerda, Es una hor-
mona dotada de la valiosa propiedad dp rebajar la glucemia o nivel de azticar
sanguineo, del hombre a quien se inyecte. El paciente diabético tiene que admi-
nistrarse ese producto de modo periddico y frecuente, para rebajar la elevada
concentracion de glucosa de su sangredy necesita de la insulina de modo indis-
pensable para poder continuar viviendo. Durante varios de los taltimos afios,
hemos sufrido en nuestro pais una efhraordinaria escasez de este valioso pre-
parado, y entonces mas que nunca sg.eomprendié la importancia vital de poder
mantener los escasos stocks disponiblés,‘ en estado de perfecta conservacion y
de maxima actividad, S

La actividad de un preparado de insulina se mide y expresa en unas uni-
nades biologicas convencionales, que por ser aceptadas universalmente se de-
nominan unidades internacionales, U, I, La valoracion de una muestra se efectiia
observando la respuesta comparativa obtenida (descenso de glucemia) cuando
se inyecta una determinada cantidad de la misma a una serie de conejos.

Hace ya unos cuatro afios que nosotros observamos, que
las muestras comerciales de insulina amorfa, de origen y
procedimientos de fabricacion diversos, una vez disueltas en
agua presentan muy distintas estabilidades. Mientras que al-
gunas de ellas, después de meses de almacenaje, conservan
practicamente su actividad biologica y terapéutica iniciales,
otras, en cambio, se inactivan considerablemente en el trans-
curso de breves dias. El control farmacologico cuidadoso
efectuado por nosotros con diversas muestras de la hor-
mona, a través de determinados periodos de tiempo, nos hizo
sospechar de la presencia de un encima o fermento, que, im-
purificando en distintas proporciones las distintas insulinas,
pudiera, al provocar su hidrolisis, ser el responsable del fe-
némeno de inactivacion observado.

Comenzamos nuestro estudio investigando la presencia



de tripsina, proteinasa de origen pancreatico, que bien po-
dria contaminar las muestras de insulina; pero los resulta-
dos obtenidos demostraron su total ausencia. A continua-
cion se investigo la catepsina de Anson (Anson, 1937), aun-
que también con resultado negativo.

Sin embargo, al examinar unas muestras de insulina si-
guiendo la técnica de Linderstrom-Lang (Holter, 1931;
Holter, Linderstrom-Lang vy Bronniche-Funder, 1932), se
obtuvo una respuesta afirmativa. El examen ulterior de di-
versas muestras de insulina confirmoé de modo indudable este
resultado, en mayor o menor grado, segtin la muestra estu-
diada. Usando caseina como substrato, pudo ponerse de ma-
nifiesto que el encima tiene un pH 6ptimo comprendido entre
2,5 ¥ 3,5, ¥ que se inactiva por completo calentandolo a
87° C. durante treinta minutos. El fermento difiere funda-
mentalmente de la pepsina en que es prefectamente alcali-
estable, puesto que no acusa pérdida de su actividad des-
pués de mantenerlo dos horas a pH 7,8. Aunque también
hidrolisa a la gelatina y desde luego a la insulina, su mejor
substrato es la caseina. Al igual que la gelatinasa de Schaff-
ner (Schiftner y Truelle, 1943), carece de accion sobre la
ovoalbtimina, pero difiere de dicho fermento en que no hi-
drolisa la clupeina, ni se activa por la cisteina, ni tampoco
se inhibe por el 4cido iodacético. '

Por tanto, parece tratarse de un fermento nuevo, no des-
crito en la bibliografia hasta el presente, y por su accion
sobre la insulina que es la que ha provocado su conocimien-
to, nosotros, provisionalmente, proponemos denominarlo
“insulinasa”,

La insulina pura, cristalizada y las muestras de la hor-
mona amorfa que no contienen el encima se conservan bien



en, disolucion a la temperatura ambiente. Por el contrario,
no hemos podido encontrar correspondencia entre inestabi-
bidad y actividad proteolitica de las muestras. Incluso exis-
ten insulinas que se caracterizan por poseer un buen grado
de conservacion, a pesar de contener una elevada proporcion
de la proteinasa. Pudiera explicarse este hecho admitiendo
que la insulina amorfa esta impurificada por ciertas protei-
nas acompafiantes, que actuando como substratos concu-
rrentes, protegen a la hormona de la hidrolisis. Apoya esta
opinion el que anadiendo una pequefia cantidad de caseina
a una disolucion inestable de insulina, aumente considera-
blemente, segtin hemos podido demostrar, su tiempo de con-
servacion con maxima actividad. La importancia practica
de este hecho experimental es tan relevante, que no es ne-
cesario subrayarla.

Actualmente proseguimos nuestras investigaciones para
extraer, purificar y, a ser posible, aislar la “insulinasa” del
tejido pancreatico, en el cual va hemos podido demostrar
directamente su presencia.

DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS

ACTIVIDAD PROTEOL{TICA INHERENTE A UNA INSULINA
IMPURA AMORFA

La determinacion de la actividad proteolitica de las
muestras de insulina se hizo siguiendo la técnica de Holter
(1931, 1932), en la que se utiliza caseina como substrato y
se efecttia la digestién a pH 2,3. Este pH nos interesaba de
modo especial por ser precisamente el de las disoluciones
comerciales de la hormona, preparadas con fines terapéu-
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ticos, cuya inactivacion con el tiempo fué la observacion ini-
cial de este trabajo. Los grupos amino liberados se determi-
naron volumétricamente.

Substrato. 5,5 Gr. de caseina (Hammarsten) se humedecen con un poco de
dgua, se disuelven en 36 ml. de hidroxido sodico o1 N, diluyendo hasta 100 ml.
con agua, 25 ML de esta disolucion de caseina se afiaden al mismo volumen de
dcido clorhidrico diluido (una mezcla de 8,5 ml, de HCl y 91,5 ml. de agua), agi-
tando hasta redisolver la proteina coagulada; la disolucién resulta asi con un pH
2,3 aproximadamente,

Encima. 06 Gr, de la muestra de insulina se disuelven en 1o ml de agua
por la adicion de las gotas de #cido clorhidrico necesarias para llevar a un
pH aproximado de 2,3.

Mezcla 1. Substrato y encima. La disolucidn del encima se incorpora a 20 ml.
de la disolucién dcida de caseina, ajustando cuidadosamente el pH final a 2,3.

Meszcla 2. Mescla en blanco. 10 M1, de agua se afiaden a 20 ml de la diso-
lucién dcida del substrato, ajustando el pH a 2,3.

La mezcla 1, que excede algo de los 30 ml, se distribuye en seis tubos de
ensayo (5 ml, en cada uno): tres sirven como ceros y los otros tres como en-
sayos de digestion; con la mezcla en blanco se hace la misma distribucion.
Procediendo como se ha dicho, cada tubo contiene aproximadamente 0,1 gr. de
insulina. La temperatura del termostato se mantiene a 30° v la digestion se
prolonga durante diecisiete horas. Los grupos amino liberados se determinan
volumétricamente con HCI alcohélico, 0,1 N v rojo de naftilo como indicador,
siguiendo la conocida técnica de Linderstrom-Lang. A cada uno de los tubos
cero se afiaden inmediatamente 5 ml. de acetona; lo mismo se hace con los
otros después de transcurridas las diecisiete horas de digestion. Luego se
afiaden a cada tubo 2 ml de NaOH alcohdlica 0,1 N y 5 gotas de la disolucion
alcohdlica del indicador (al 0,1 por 100), y después de haber agitado bien se
pasa la mezcla a un erlenmeyer de 125 ml El dcido clorhidrico 0,1 N se deja
caer lentamente desde una microbureta, hasta un tono rojo persistente; se
afiaden entonces al matraz 25 ml. de acetona, con lo que su contenido se vuelve
otra vez amarillento, Con nueva adiciin de acido se pone otra wvez rojizo y
después de incorporar otros 50 ml. de acetona y el consiguiente dcido, la mez-
cla se separa por filtracion de su precipitado coposo (lavese el filtro con 5 ml.
de acetona) y en el liguido claro se precisa cuidadosamente el momento exacto
del viraje, operando a la luz del dia y utilizando como testigo un frasco con
cantidades andlogas de indicador en agua tamponada al conveniente pH (4,8).

A continuacién, como ejemplo, ordenamos los datos del experimento nfime-
ro 6 de la Tabla I:



1,83
1,82

digestion ............ 5,835

ml de HCI alcohélico o,1 N, gastados
en la valoracion
MEZCLAS TUBOS DE ENSAYO .
‘_ Por tubo P&‘?‘“’" Difevens/ | 1y ootion
! 108 £1as
(Sin  tlempo de di—\ :'S; i
gcstién...............) 1'865 ‘
Niam, 1. Encima y ! |
substrato, ......... ) "+ 0,175
D1ec:'-'-1ete horas de\ 2'02 ( 20 ’
digestion ............ } S ( 045
I | I + 019
Sin t:empo de di- igg:’ '8
gestion ., ZI84 95 ’
Nim. 2, En blanco: 1 i i 2
substrato solo ... 1855 ‘ 015
[ Diecisiete l'soras dej 1058 l
{

Exactitud del miétodo—Segiin las numerosas valoraciones asi efectuadas,
el error probable de la respuesta final de cada experimento es + o0104. Basta
pues, con que la respuesta sea - 0,32 > 0,0104 X 3 para que signifique diges-
tién con el 93,7 por 100 de probabilidades. Analogamente, las respuestas de dos
experimentos indicardn de modo indudable actividades proteoliticas distintas
si difieren al menos en 0.045 ml. de HCl o, N.
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Tanea 1.

Actividad proteolitica de las diversas muestras de insulina examinadas:

Experimentos efectuados segtin descripcion; 0,1 g de insulina por tubo

. Digestion expresada
i Unidades en ml de HCI o,1 N.
Némero Insuli int domal Tiempo diecisiete ho-
nsulinas internacionales. | .. o neratura. 379
por mg. pH 2,3; substralo
caseina
1 [|[Argentina nim. 10 .......cceeraes 18 0,04
2 AT T8 s s | 18 0,11
3 =1 R T e 18 0,105
4 —  mim, X ...eenennen 18 0,35
5 ||[Espafiola M.-M. ... ............ S 0,13
6 - Loty oovcvivtoisinssas 12 0,10
7 — 2.1 e e RO B [ — 0,16
8 s x MM ‘ = 0,05
¢} - vt v ligdamstlec s Ll 14 0,025
10 - C.-f. 1 — 0,10
11 — Meet e 8 0,17
12 [Argentina niim, 15 ..............| 18 0,03
12 — nim. 15 (digerida). 8 0,015
14 |[Brasilefia nim, 26 ............... | 5 o
15 —_ DU 27 s sias o ddiban | 5 o
10 —  num, 28-20 ............ 5 o
17 1 |Cristalizada Pura ....ciisionion 23 ‘0
Pepsina en polvo (T. 40) 0,02 g por tubo -+ 0,29

Como se ve claramente en la Tabla I, la mayoria de las
muestras de insulina amorfa examinadas, mostraron conte-
ner como impureza una proteinasa en proporciones tales
que les comunicaba una actividad proteolitica comparable
(1:5) con la de una pepsina comercial en polvo. Por otra
parte, la insulina cristalizada pura no demostré ninguna
accion digestiva sobre caseina. Pero lo mismo sucedi6 inves-
tigando las muestras, en cambio, muy impuras, de los expe-
rimentos 14, 15y 16; nos explicamos este fenémeno consi-
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derando que el método seguido para preparar estas insuli-
nas comprende una autodigestion de cuarenta y ocho horas
a 40°, que inactiva probablemente al fermento. Cuando la
muestra numero 12 se autodigirio de modo semejante, se
observo la pérdida de su actividad proteolitica (experimento
niam. 13): de la autodigestion se recupero en peso el 65 por
100 del producto, pero la actividad hormonal experimentd
una pérdida mucho mayor (insulina destruida por la diges-
tion), pues aunque la caseina parece ser el mejor substrato,
la insulina sufre naturalmente los efectos de la proteinasa
(vease Tabla II). 4

Parecia logico esperar que se conservaran tanto mejor
las muestras, cuanto mds puras fueran; sin embargo, con
la excepcion de la insulina cristalizada pura, esto no es cierto
siempre. Existen muestras de la hormona mds bien ricas,
que se conservan muy mal (la nim. 4, con elevada actividad
proteolitica, se inactiva en disolucion muy rapidamente: en
unas ciento cincuenta horas perdi6é mas del 60 por 100 de la
actividad hipoglucemiante inicial) ; en cambio, ciertas mues-
tras con pocas unidades internacionales y que contienen una
fuerte proporcion del fermento, poseen una estabilidad im-
prevista. En este Gltimo caso puede suponerse que entre las
proteinas que impurifican a la hormona alguna funciona
como substrato concurrente, el cual, sufriendo preferente-
mente la accion del encima, protege a la insulina de la hidro-
lisis. Hemos podido mostrar que, de hecho, cuando se afiade
caseina (substrato concurrente) a una insulina inestable, su
conservabilidad aumenta: una disolucién con 40 U. I. por
mol. de la muestra nimero 12, a pH 2,3, con el 0,3 por 100
de tricresol, pierde el 30 por 100 de su actividad biologica
original después de los quince dias de mantenida a la tempe-
ratura del laboratorio. Un experimento paralelo, pero efec-
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tuado con la previa adicion a la disolucion de un 0,2 por 100
de caseina, demuestra la conservacion del go por 100 de la
actividad inicial a las seis semanas. '

PROPIEDADES DEL ENCIMA

La sulina utilizada en los experimentos siguientes fué

la ntimero 11 de la Tabla I. En cada tubo, 0,1 gr. de insu-

lina y 0,9 gr. de substrato; pH 2,5; tiempo de digestion, die-
cisiete horas, y temperatura del termostato, 39°.

1. Substratos especificos.

Tasra IL
Substrato, ml. de HCl o1 N.
e AR T s e e R R B 0,23
Crelabhid o L ot W ey £ S i g 0,11
T U TR S ol BOE KL s RN o 0,00
VAT BTIRID s s i s e R 0,03
ClnPe = i e s 0,—

LLos resultados de esta tabla muestran que la caseina es,
sin duda, el mejor substrato de los ensayados, pero que tam-
bién el fermento hidrolisa a la gelatina e insulina. En cam-
bio, parece que no posee poder digestivo sobre la ovoalbtimina
o la clupeina.

Obtuvimos un resultado completamente negativo utili-
zando hemoglobina como substrato y trabajando a pH 3,5,

2
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siguiendo la técnica de Anson (1937), para investigar la ca-
tepsina, fundada en una reaccion coloreada del triptofano.

2. pH dptimo.

Tasra 11T,
Substrato. pH ml, de HCIl o1 N.

GASEINA .. vuvnomnese Sl LR G OIRLTA] 1,5 0,—
23 | 0,17

2,5 ] 0,23

28 | 0,22

3.5 ' 0,22

89 0—

2,5 0,11

T 4,5 o—

El fermento parece tener, con caseina o gelatina como
substrato, su pH 6ptimo comprendido entre 2,5y 3,5.

3. Termolabilidad.

El fermento se inactiva por completo calentdndolo trein-
ta minutos a 87°.

4. Alecali-estabilidad.

_ La actividad hidrolitica del encima se mantiene integra-
mente después de mantenido dos horas a pH 7,8.
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5. Activadores e inhibidores.

Tasra 1V,
Substrato. Activador o inhibidor por tubo, |ml. de HCI o, N.
= 0,23
Sulfato de cobre, 2 mg. ...cciveennn, 0,20
Todacético, | 1 g Gl PR g 0,25
Tasra V,
Insulina: muestra nimero 10 de la Tabla T,
) |
Substrato. Activador por tubo. ]mi, de HCl O,1 N.
| CHE
Caselna: i == 0,10
- T e N EISEEE: T R i L et L 0,00

Parece ser que el encima acusa una ligera activacion por
sulfato de cobre; la cisteina no lo activa, ni lo inhibe el
iodacético.

Tampoco lo activa la cisteina usando gelatina como suhs-
trato y dirigiendo a pH 4,5.

A pH 8,9 el encima no manifesté ninguna actividad, ni
en presencia deenteroquinasa, al emplear el método de
Willstitter para valorar tripsina (Willstitter v colaborado-
res, 1926).

DISCUSION

De lo dicho resulta claramente que el encima descrito
difiere de la pepsina en el pH 6ptimo, en ser estable en me-
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dio alcalino y en no digerir a la ovoalbtimina. También se
diferencia de la catepsina de Anson, puesto que no actia
sobre la hemoglobina ni sobre la ovoalbtiimina.

Tampoco puede identificarse con la gelatinasa de Schaff-
ner (10943), de la que se distingue por: a) su pH optimo
(2,5-3,5, mientras que la gelatinasa lo tiene a 4,5); ) por
no hidrolisar a la cupleina; ¢) por no ser activable por cis-
teina ni inhibible por acido iodacético; y d) por ser alcali-
estable.

El fermento que hemos encontrado en varias muestras
de insulina amorfa y que es el responsable de la inactivacion
de la hormona cuando estd disuelta, parece ser, en conclu-
sion, una proteinasa procedente probablemente del interior
de las células del tejido pancreatico. Nos proponemos aislar-
la o concentrarla partiendo de la glandula. :

SUMARIO

Algunas muestras comerciales de insulina amorfa con-
tienen en diversas proporciones una proteinasa que hidrolisa
la insulina, inactivando, por consiguiente, a la hormona. El
encima, de procedencia pancreatica, difiere de la tripsina
y de la pepsina, no habiéndosela podido identificar tampoco
con la captesina de Anson ni con la gelatinasa de Schiaffner;
como no hemos hallado ninguna descripcion de un fermento
similar en la limitada literatura a nuestro alcance, creemos
que se trata de un fermento nuevo, y proponemos denomi-
narlo “insulinasa”.

Ir prcno.
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(afio 1681), edicién de J. Camén, 1941. 10 ptas.
ANGEL DE APrA1Z: La casa y la vida en la antigua Salamanca, 2.* edicién,
1942. 6 ptas.
A. PerAEez pE Las Heras: El delifo continuado, 1942. 5 ptas.

Concesionario de venta: Espasa-Calpe, S. A.
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