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INVESTIGACIONES SOBRE LA CATEPSINA DEL JUGO GASTRICO.
SU PAPEL EN LA DIGESTION ESTOMACAL. .

Resume este trabajo la labor de varios afios. Iniciado en el
Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas de la catedra del
Profesor M. Diaz Rubio (Laboratorio que tuve el honor de dirigir),
enfocd como primer objetivo, el conocimiento de la enzima para
ulteriores trabajos de indole clinica. Estos primeros ensayos se
hicieron sobre jugo gastrico humano, y no obstante haber llegado
a algunas conclusiones , plasmadas en sendas comunicaciones,
encontramos, como era ldgico suponer, ciesrtas limitaciones inhe-
rentes unas,al material humano empleado y otras al conocimiento,
bastante limitado, que teniamos y tenlan los autores, de los aspe
tos fisico-quimicos de la enzima.

- Es cierto que la inocuidad de las tecnicas empleadas y el consi.
derable numero de alumnos y enfermeras voluntarias (asi comk de
enfermos), nos permitian un amplio campo de accion; pero a pesar
de ello, tuvimos que recurrir al animal de experimentacion, siendc
- de eleccion en nuestro caso, el perro, por su docilidad ante las
intervenciones que se practicaron, y por la analogia de su compor-
tamiento gdstrico. ) :

Mas tarde,en el curso de nuespros trabajos , pudimos comprobar
que no era este el animal ideal para tales ensayos. Tenia algunos
inconvenientes, entre ellos, la constancia con que se manifestaba
el pH de ayunas y si bien esto, desde el punto de vista fisiolé-
gico, era normal, nos cerraba el paso para una seis de especula-
ciones en torno a la actividad de la catepsina cuando era segre-
gada en estdémagos con pH de variada acidez. For ello de nuevo
volvimos al material humano, mdxime, al comprobar en el perro,
que los tamponamientos de estdmagos a diversos pH (incluso alca-
linos)eran totalmente inocuos con los tampones de citrato-fosfato
que empleamos.

Otra de las ventajas de material humano era la posibilidad de
hacer esrudios en torno a la influencia de moco gdstrico, el cual
gse encuentra a veces con abundancia en estomagos irritados por
los sondajes en sujetos de constitucion nerviosa. Esto lejos de
ger un inconveniente, nos permitio hacer interesanyes observacio-
nes y hasgta sugerir la posibilidad de una tecnicaanalitica para
valorar la influencia de este componente en la actividad gdstrica

Como hemos dicho, estos trabajos los iniciamos en el Laboratio
~de Investigabiones Bioquimicas de la Catedra del Profesor M. Diaz
Rubio.Por su traslado a la Universidad Cenyral y subsiguente
desaparicion de nuestro especifico Laboratorio, hubimos de insta.
larnos para continuar nuestros trabajos en el Laboratorio de And-
lisis &e la Facultad (en el Hospital de las Cinco Llagas), hasta
que dicho edificio fue clausurado.

Ulteriormente y ante la decision personal de orientar nuestra
actividad profesional, hacia la especialidad de "Analisis Bioqui-
mico-Clinicos” decidimos la creacion de los llamados "Laboratorio
Reunidos de Analisis Clinicos" con sus tras especialidades: Bacge.
riologigia (a2 cargo del Prof. J. Rey Calero), Histo-Patologia
(Dr. D. Calvente), y Bloquimkca (yo, perscnalmente). Montada mi
seccion con los requecimientos de material inherente a estas
tecnicas, me permitio llevar a ella las especificas de mis traba-
jos de investigacion, con la gran comodidad para mi de tener ins-
talados los laboratorios Reunidos en mi propio domicilio, lo que
significaha un Yran ahorro de tiempo.

Y asi, hasta la terminacion de este proyscto de Tesis Doctoral.
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Consta este trabajo de dos partes: en la Parte Tedrica exponemos

los fundementos y antecedentes de los distintos puntos desarrollados.

En la Parte Experimental, presentamos los protocolios experimentales
correspondientes, |
En una y otra parte, tocamos los siguientes puntos:
l1¢.~ Tecnica personai de valoraéion de la catepsina del jugo géstrico
y establecimiento de una UNIDAD DE CATEPSINA,
22,- Estudios sobre 1la cinetica de la catepsina gdstrica.
32,~ Activadores e inactivadofes de la enzima,
4¢9,- Experiencias con pepsina cristalizsada.
5¢2,~ Ensayos para la identificacion de un inactivador natural de ls

‘enzima,



~

PARTE TEORICA

‘Empeszemos por impugnar el vooable "cat.eiaaina"' ya que segun se desprende
de muestras experiencias, la ensima proteolitica asi llemada y segregada
por el Jugo gaatxfioé;-rno reapmae enteramente a las caraoteristicas de
formento catdptico. Preferimos llamarla, como algunos smtores, "segunda
proteasa gdstrica". Sin embargo, el nombre "catepsina® es tan general,
que no podemos prescindir de su usoj por lo cusl, en el curso de muestro
trabajo, emplearemos indistintemente ambes denominaciones.

Constituye tambien un error (aqui un error de ooncepto) oon el congie
guiente perjuiclo para el conoodmientd de la fisiopatologle gdstrica, con-
siderar como cooxistentes, la hiperaoddez 7 la hiporfermencia por un lado
¥ la hipoacidez y la hi;ofeﬁenoia por otro. De csta conpideracion partid
una de las directrices de muestras determinaciones.

Por ello, entre otros motivos, y dado gue en #ltima instencia 10 qus nos
interesa, desde el punto de vista fisioldgico, es la capacidad digestiva
0 agresora del jugo gdstrico en su relacion con la scidez (libre y combi-
nada), este os un annlisis parcial e insuficiente, dado que la proteoli-
sis es una acoion genuinamenta enzimatica, que so realiza en funcion de
un determinado pH y que no va necesariamento ligaéa a aquella.

Tal accion hadia sido adjudiocada a 1a pepsina, fermonto que requiere
Para su accion un pH muy bajo, del orden de pH = 1,9 con subatrato de
hemoglodina y de pH = 2,2 con subma‘co. de edestina.

ILa pepsina no es, sin embargo; la uUnica protemsa géstrica. Aungue ya
en 1929 WILLSTAETTER y BAMANN (1) demostraron que los oxtractos de muco-
sa géstrica tonian actividad enzimatica semojente a la oatepsina de otros
érganos, no consiguieron encontrar dicha sctividad en el jugo gdstrico
¥ la consideraron ligada a las cédlulas. La escasa actividad catédptica del
Jugo, la interpretaron como procedente de leucocitos extravasados.

Por esta razon, dichos autores titularon su poblicacion "Ensayos sobro
enzimas do los leucocitos". Tal fermento proteolitico lo identificaron
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& la beta-proteasa de Hedin. Creyeron ademas que el fermento seris una

endoenzima y que s0lo actuaria en forms de grénulos o suspensiones en la
pared del estémago y que no pasaba al Jngo. De esta forma establecon una
oposicion entre la oatapsina oomo endnenzima ¥ la pepaina como exocenzima.

Dichos antores han busoaao pepsina, tripaina y erepsina oen el jugo gés-
trico, neutralizado en parte por el Jugo duodenal de reflujo, pero creyo-
ron innecesario 1nvestigacianea sobre catepsina, perdiendose la oportuni-
dad de llevar alguna luz al macanismo, muy_oonfuao ontonces, de la diges-
tion de las proteinas en el estémago.

Las ocurvas obtenidas por WILLSTAETTER y BAMANN con extractos de mucosa,
son muy parecidas @ las mestras, hechas con jugo gdstrico. Encontraron a
PH = 4,0 un efecto hidrolftico superior al conseguido a pH = 2,0. Las ac-
tuaciones residuales vistas por sllos a pH = 5,0 las interpratan como ime
puresas de erepsina. . . :

A portir de los trabéjos de ¥R BERG y BUCHS en 1940, estudiando el
proceso digestivo de los nifios, es cuando se comienza a prestar atencion
a8 la oatepsina del jugo gdstrico, ouya importancia se deduce de considerar
el pH Sptimo & quo se verifica la csoicion de los prétidos. En efecte, en
gran ndmero de niffos normales (y en éﬂultoa) rara vez se logra, despues de
la comida, un pH Sptimo para la pepeinag a pesar de que la actividad protoo-
litica del Jugo sigue muy alta.'Tal sucode tambien en los ancisnos y en
clertos estados clfnicos.

A dichos sﬁxoree 89 debe la plena confirmacion de que la enzima es segre-
- gada por la mucosa gistrica y quo so encuontra en ol Jugo en notable canti-
dad. Completarcn sus investignocionas con peries de experiencias en las que
llegan a las siguientes conclusiones:

18.~ Pobreza de leucocitos en la mucosa gdstrica normal.

28,.~ Pobreza de ocatepsinam en exudasdos ricos en leucocitos, en compa-

racidn con la riqueza de catepsina de los jugos podbres en leu=
cocitos.

38.~ Rolacion constante entro la pepsina y la catepsina en todos
los jugos normales examinados.
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48,.~ Igualdad de la relacion pepsina/catepsina en jugos y extraotos
de macosa. Si la catepsina estuviera unida solamente a las oé-
lalas, so tendria que dar en los preparados comerciales, una
diferencia a su favor; lo cual no oourre. |

58w Imposibﬂidéd’ de separar 1a papaina-vde 1la cateﬁsina.

GRASSMARN (3) ha preconigzado una nomenclatura de las protoasas que ba si-
do universalmente aoeptada y rkfim_domo“ta&em las enzimas cuya acclon se
basa en el dosdoblamiento de pdptidos por hﬁr&iﬁis, tanto de los enlacos
CO-NH como de los enlhoea CO=N . La clasificacion o8 la siguientes

Pepsina (pH = 2,0)

Proteinasas |Catepsinas y Papainas (pH = 4 = 7)
Tripsina (pH = 8,0)

. Dipeptidasas

Peptidasas  |Amino-poptidasas
Carboxi=-polipeptidasas

Proteasas

E1 medio dehﬂmenté aocldo en que so situa la segunda prote'asa. glotrica
(pH = 3,4 con substrato de edém = 3,7 con sustrato de gliasdina y
pH = 4,5 con substrato de golatina) presta a este asunto particular intere:
A pesar de 6110 ha sido pequefia 1a atencion que se le ha prestado.

Aparte dol trabajo de FREUNDENBERG y BUCHS sobre cindtica del fermento
que les indljo a considerarlo comoc una catepsina por su activacion por el
SHp y el CNE mas otros carscteres, Ha sido MERTEN (4) y MILHAUD y EPINEY (!
los unicos que go han 1nter~esa&o por ol probiema.

Ro odbstante el reducido mimero de mmos sobre este tema, los resulta-
dos obtenidos por los autores son discordantes. Asi: MILHAUD y EPINEY tra-
bajando con pepsina oristalizada (que tiene smbas proteases) no han visto
inaotivacion por CNH ni por SHp , ni {tampoco por la cistina, por lo que
niegen la presencia de radioanles SH-; 0 sea, niocgan que se trata de una ca-
tepsina. POr otro lado, MERTEN, empleando hemoglobina como substrato, en we
de edestina, no ve tampoco inactivacion por SH, o por CNH, lo cual puede
atriduirse, considersndo los datos de BUCHS (6), a que, conteniendo la heme
globina activadores naturales, antuarian ostos directamente antes 0 gl 1i-

berarse en el curso de la hidrolisis enmascarando la accion de aquellon.
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P;r todo esto y pensando en investigaciones futuras, hemos creido inte-
resante, revisar la oindtioa de dioha proteasa ocatéptica para asi formar
un julcio propio y oonocer el modo de accdon en las condiciones experimen-
tales que juzgamos mas sdecusdas (7)e ' |

Hemos establocido una tecnica yeraonal de valoraoian de la catepsina,
quoe Jjusgemos de suficiento exaotitnd, asl - como 1ls oomapondiente
UNIDAD DE CATEPSIRA (8).

Las axper1eneiaa fueron hechas aﬁmultaneanenta oon Jjugos de perro y hue
meno, sunque despuss so eign;e:g-solanante oon este $ltimo por sus grandee
vanta;as.en to0dos los mspectosn. Hembs'estndiado el comportamiento de la
enzima en funoion de la temperatura, tismpo de hidrélisis, concentracion
de engima y del subdbstrato, asi ocomo de la concentracion de hidrogeniones.
Adenmas, se ha ensayado el efeoto de la alealinizacion, del SHy y del CNH
como datos mas importantes en el estudio de la ocindtica.

Paralelsmente al Jugo gaatrioo, hﬁmos empleado la pepsina cristaligada
que eosta al margen de la posible influencia de los componentes normales
del jugo y hemos confrontedo los resultados. Empleamos para e1lo popsina
oristelizada MERCK em soluoion al 0;42 % en C1H N/33. Se eligio tal con-
centracion para obtener hidrélisis dnantitativamente comparables & 1as
obtenidas con jugo géstrico.

El ooncepto de gspecificidad de la enzima, debemos vincularlo a la espe-
cificidad 4ol substrato msi como a su comportemiento ante las distintes
concentracionos de hidrogeniones y a la aceion de los efectores (activa-
dores e inamotivadores). _ '

Respecto al primer factor, la catepsina debe claslficarse como una pro-
teinasa, puesto que actua sobre protbinas de alto peso molecular; hidro-
liza tambien numerosos derivados de di- y tri-péptidos. A este respecto
debemos recordar que las enzimas proteoliticas se han clesifiocado en pro-
leasas y peptidasas., Ias primeras incinden las proteinas asi como las pro-
teoaaa,ppeptonaé y polipdptidos. Estos a su vez son hidrolizados por las
peptidasas dando una mezola de aminodecidos. El concepto de especificided
en este caso, parece que va vinoulado al peso molecular del substrato.

Las primeras actuan sobre substratos de alto poso molecular y las sogundat
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sobre gubstratos de menor peso molecular. Pero ninguma base quimica res-
palda esta concepcién. |

Se han clasifioado tambien las proféinaaﬁa on tres grupos. Asis

12,~ Catepsinas y pepsina que actuan gobre proteinas cationes.
20,~ Ta tripeina, que actus sobro proteinss snionos.
3%,~ Las papainss qna'aqfuéﬁ,como anfolitos. ‘

0 sea; las prﬁmerés»aotuan sobre ol grupo amino de los onlaces peptid-
cos; las sogundas, sobre ol grupo.éafbaxilico; 1las terceras sobre ambos
indistintemento. . | |

Este concepto de especificidad esta universalmente aceptado, pero vario
autores han encontrado acciones enzimdticas con liberacion de una conside
rable cantidad de eminodcidos. La teoria es por otra parte insatlsfacto-
ria porque deja sin aclarar, sl los puntos de ataque han sido elegidos al
agar o el la accion va dirigida'haoia,punfos conoretos y cusl es su natue
raleza especifica. | '

Una molecula proteica contiene varios centenares de residuos que repre-
sentan unos 20 eminodcidos diferentes. Cada eminodcido se repite porio-

dicamente a lo largo de la cadena proteica, 1o cual marca su caracterie-

tica bloldgica. Lo influencia de estas socuoncias oncuentra tambien expre
pion en la conducte enzimatica ante ls ligadura peptidiea sobre la gue
actua. Ia sensibilidad de eaté ligad estd determinada principalmonte
por la naturalega de los grupos aminos adyscentes.

Sin embargo; se han usado péptidos de sintesis sodre los cusles so ha
probedo la asccion hidrolizente de algunos f%rmentos. Asi; se ha hecho 26
tuar 1a pepsina sobre 1la glicil-l-glutamil-l-tirosina y la carbobenzoxi-
=leglutamil-l-tirosina. Ambos substratos se comportan igualmente, separan
do un resto de l-térosina.

La catepsina del bazo del buey tembion actus sobre la carbobenzoxi-=l-
glutenil-l=-tirosina, liberando tirosina, sunque tambien lo hace sobre la
benzoil-l-arginina, liberande el resto smidico y sobre la carbobenzoxi-li-
lencin-glicil=-glicina, liberando un resto do glicina. Actuan por tanto
gobro tres subsiratos distintos con hidrolisis igualmonte diferentes.

Tambien de estas experiencias podemos sacar la concljusién de que siendo

la pepsina y la catepsina dos protoasas que actuan sobre substratos de
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alto peso molecular, tambien actuan sobre substratos, como los citados
de peso molecular bajo,

GRASSMARN (9) postuld, que despues do la hidrblisis, ol mimoro de restos
sufnicos y carboxflicos, era ol miemo, poro despues se comprusba que incin
de tambien el grupo imfnico de ia prolina. |

LINDERSTRON-LARG y JOHEN (10) aventureron una interesante hipStests so-
gun la cual las proteinas nativas no contenian lignduras "atacables” di-
rectamente por las protolnssss. la forma desmaturalizada de las proteinas,
es presumibls; contienen mayor ndmero de enlaces pept{dicos, susceptibles
de sor atacedos. Cuando la proteinasa diglere un substrato parcialmente
desnaturalizado, sumenta el mimero de enlaces “atacabtles”. Es prosumible
que las ognti&adég de proteina nativa y déanatnraliéaﬂa;vlleguen a un 6d-
tado do equilibric. Se trata sin duda de dos formas desmotréplcas como ge
ha podido comprobar por los trabajos de DERGEANN (11).

En esta propiocdad de las proteinas desnaturalizadas se basa ANSON (12)
paras emplear hemoglobina desnatﬁralizada como subatrato de su tecnica de
valoracion de la cabtopsina. '

Numerosos tiabajoa fueron hecho posteriormente con pepsina cristalizada
con substratos do Héptidos cristalinna; conteniendo grupos de tirosina y
fenilalsninn. En ellos se demuestra que la hidrolisis se ofectua en la li-
gadura peptfdica que uns ol sminodoido con el grupo aromitico.

Rosotros enpleamos un substrato do edestina, tanto‘oristaiizada ocomo
amorfa, basandose nuestra tecnica de vaioraoion en la determinacion de
los grupos de tirosina liberados (13). |

m g!.

Otro mspecto a considerar en lo relativo al concepto de especificidad,
o8 elqcomportamianto enzindtico frente a le concentracion de hidrogeniones
del medio. A oste tenor, hemos dispunesto experiencias "in vitro"; pero co=-
mo los estados de acidez del esﬁémago (medio natural) crea condiciones
ospociales,hemos tenido necesidad de emplear ol animal do ekperimsntaoian
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(porro) hasta probar que nuegtro proceder era inocuo., Despuos homos wvuel-
to al material humano. Los porros suelen tener un pH de ayumas muy cono=
tante; no asi el hombre que smn en 1os normales varia sensidloments y mas
qun en estados géstricos quo sin ser enteramento patologicés. se aparten
un poco de las condiciones corrientes de 1a secrecion del jugo, lo cmal
rermite utilizer mumestras de oatepaina que han sido segregnda a pH difo-
rentes y este os un aspecto ouyo estudio es de gran interes.

Los concoptos do pH y de actividad enzimatica van estrechemonte ligados.
Pero ouando llovemos esta consideracion al medio ostomacal, encontramos
estados de hiper e hipoacidez en pafte relacionados con otros de hiper e
hipofermencia. En fisiopatologia gdstrica, ya dijimos que constituye un
error de concepto considerar como coexistentes la hiperacidez con la hi-
perfermencia por un lado y ia hopiaoidaz 0 anacidez con la hipofermeoncia
por otro. Pero en realidad, lo que fisiolozlcamente intereosa es la capaci-
dad digestiva dol jugo gdstrico o sea la actividad proteolitica y esta
viene condicionada por la altura del pH dol medio,

Esta actividad proteolitica se viene adjndieando de una nanera oasi
exclueiva a 1la pepaina cuyo pH dptimo es extremadamente dajo (pH = 1,9)
(actuando sobre substrato de hemoglobina y pH = 2,2 actuando sobre odes-
tina). Rosotros tratamos de demostrar en los projocolos experimentales
que se acompsfian, ol papcl predominante de la papspmina sobre la pepsina
del jugo gdstrico.

Aungue ya WILLSTAETTER ¥y BAMANN (14) demosiraron la accion catalitica
de los extractos de mucosa gdetrica y la asimilaron a la catepsina de los
érganos, no consiguioron oncontrarla on ol jugo gdstrico, considerando la
actavidad de este ligada a los olementos celulares que pudiera contener.

El medio debilmente dcido on que actuas la segunda proteasa gdstrica
(pH = 3,3 para la odestina, pH = 3,7 para la gliadina, pH = 4,0 para la
casoina y pH = 4,5 para la gelatina BUCHS (15)), presta a este asunto un
gran interes. A pesar de ollo ha sido muy oscasa la atencion que los euto-
resle han prestadoe.

Nosotros homos estudiado las curvas de mctividad enzimatica en funcidén

del pH dol medio, ompleando tampones diversos y enzima de distinta pro-



cedenocin: jugo gastrico obtenido en circunstancias distintas y pepsins
eristalizada. El substrato fue siompre edestina. Confirmamos la existencia
de un éptimo para la pepsina en paa’a;a'y otro pH = 3,3 G;Qtimo para la
protease catdptica. Intre ambos fptimos la curva de sctividaed prosenta una
depresion, aproximadamente a pH = 2,8 (16). -

Hacemos ademes un emplio estudio de 1s influcncia do los distintos pH
en la inactivacion enzimatica ¥y o mmiﬁiudad. En las experiencias
n? 6 y 7 resumimos dos series do emsayos tendentes a probar la influencia
de 1a alcalinizacién en la actividad enzimdtica y probamos que si aquelle
llega a sor frenca, e produce nna ‘inactivacion de caracter irreversible.
Para ollo, despues de somoter ol sistema a la alcalinizacion durante un
espadio de tiompo, 10 llevamos a pH = 3,3 y obsorvamos que ambas acciones
(catéptica y pépeica) resultan inactivadas en mas o menos grado esegun la
altura del pH a que se sometio el sisteme. Estas oxperiencias se hiolerom
simultencemente con pepsina cristalizads y con jugos gdstricos.

Anplismos estas experiencias empleando Jugos gastricos con pH de ayunas
distintos y extraldos en distintas condicionss. Los resultados pueden
verse en el Cuadro VI, Tambien en estos casos los sistemas fueron sometie-
dos a diversos grados de alcalinizsoion y devueltos despuss al pH = 3,3
para la prueba de hidrdlisis.

Las ragzones para tal 1nact_1va'eion deben sor complejas; on primer lugar
es preciso pensar en una desnaturalizacion do la proteina enzimética. Por
otro lado MILHAUD y EPINEY (17), admiten como probsble que la pepsina cone
tonga un radical fuortemonte doido, quizas el deido fosférico, 6l cual se
1iberaria en la proximided de la neutralidsd.

Respecto a la actividad snzimatica del Jjugo de ayunas nos hicimos una
progunta un tanto tedrica: ginfluye en dicha actividad el pH al cual se
segrega la ensiman?. Esta progunta convertida en hipdtesis de trabajo, nos
1levd a hacer tamponamientos do cotomagos con tamponos inofensivos (de cl-
trato-fonfato disédico). Los primeros ezisayoe fueron en perros para acogu-
rarnoz de su absoluta inocuided; despuevw, en porscnas voluntariamente pres-
tadas asl como enfermos. No obstanto el considerable mimero de experioncias

realizedas, no llegamos s ninguna conclusion firme, por es0 no las consig-
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namos en la parte experimental. No obstante, ocontinuan nuostros ensayos
al respeoto. A posar de la susencia de conclusiones, pudimos entrevor la
posibilidad ae alguna tecnioa analiticn pera valorar,sunque Sea groSeramen:
to la cantidad de moco sagregado y tambien para.estudiar la evacuacion gde-
trica mediante el empleo dol azul de metilano. Los obstaculos gue encontra-
mos en este camino fuoron grandeés y hubo nmecosidad de variar todo la meté-
dica. Por ello no queremos hacer eh esta.trabajo de tosls mas que ma sime
ple referencia. ‘v o | |

Deciamos al principio do la Parte.Teéricé, que o1 pH de la accion enzi-
mdtica es uno de los oriterios éue-tonemoélque seguir en torno al concep-
to de especificidad. A escts respecto debomos considerar dos cuestionss:
18, qﬁe la catopsina de los drganos os éinsticamente diforente de la dol
jugo géstrico y 28, que la pepeina y la catepsina son dos fermentos, @une
que diferentes, intimemento ligados entre si; son dos grupes activos sobre
ol mismo soporte proteicb. Los intentos de soparacion han gido infructuoe
808, cuando tratamos de purificarlos restandole lastre proteico. Llevado
este tratamiento a su ultimo extremo, se 1n#etivan las dos onzimas simulte-
neamente. Nosotros hemos 1ntentado la separscion por via eloctroforotica,
sin el menor reeuitado. » |

Todo esto revela que estas enzimas tiensn un comportamiento original y
por tanto hablar de pepsina y de catepsina es hablar de pH distintos (18)
No obstante, ambas tienen caracteres cindticos diforeontes 10 que nos obli-
ga a considerarlas como enzimas distintas. Poro sun ssi gcomo podemos apli-
car a ellas el concoepto de egpecificidad? Cierio, que la pepsina es de una
sonsibilidad superior a la catopsina, lo cual nos da la pauta para inacti-
varla congervando el jugo clerta actividad catdptica. Estas circunstancias
¥ las que se doducen de la comparacion de ambas cinédticas, nos plantoan
dos problomas: el primero, yn mencionado, do si se trata do dos onzimas
con acciones diferentes o de una con distintas acclones depoendientes del
medio (principalmente dol pH); el segundo, de si la segunda proteass gde-
trica es 0 no una catopsina genuina. For otro lado, identificadas como 1guc
les las enzimaé.proteoliticas del jugo gfstrico y la pepsina cristalizada
(segun se desprende de nmuestras experiencias) y analogas tamblen en su com-
rortemiento frente a efectores como el SH, y el CHH, queda pendiento de
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andlisis y disocusion la conducta variable de la enzima del jugo ante la
alcalinizaciénde este, al monos en determinadss oircunstencias. Ante os-
te hocho debemos considerar muy espéciﬁlménte~el modio en que se encuentra
entre los restantes componentes do la secrecion ostomacal, 10s cuales pue-—
don influir en las caracteristicas de la enzimaa.ne oste punto volveremos
8 oouparnos mas adolanté ' B '

En los Jugos primitivamente alcalinos y de un pH incompatidle con la
actividad enzimftica, se observe todavia un efecto proteolitico que pare-
co contradecir lo que se deaprenée de nuestras exporiencias de insctive-
cion por pH. Esta oonsadgracion es.importante desde el punto de vista fi-
eiologioo'y‘nos lleve a pensar qué el'procéso o8 mas complejo que una sim-
ple desnaturalizgoion proteica. MILHAUD y EPINEY (19) admiten como probaw-
ble, segun hemos dicho, lz presancia d0 un radical fosférico que hariarsm
aparicion como ion lidre al llegar a pH = 7,0.

De todas formas, siompre queda en el aire las racones de por que pueden
inactivarse seolectivamente ambas enzimas por ol calor y otras acclones,
hochos que tal vez pusdan explicerse, admitlendo que los grupoé atémicos
especifiéos de los grupos sctivos, fueran diferentes.

Accidn do efectores sobro la setividad catdptica dol juso sdstrico.
Este estudio tiene logicsmente quo basarse en las investigamciones llo-

vadas a cabo por los autores con la catopsina de los Srganos, estudios

que nos marcaron la pauta & soguir en nuestras investigaciones sobre Juge
glstrico.

Aquella enzima mostraba una conaiderable sctivaoion ante la cistins,
el glutatidén, el ciamurc y el SH,, los cunles eran, 6n cambio, inactiva-
dores de las peptidasas y de la tripsine pancrodtica.

La activecion que dichos efectores ejercen sobre la catepsina de los
tejidos (y sobre la papnsina) se puede explicsr admitiendo que actuan como
“formadores de complejos™ con log indicios de metales inhibidores existen-
tes en la solucion y que resultan separados por este mocaniemo.

WILLSTARTTER Y BAMANN (20) son los primeros en descubrir la propiedad
activante del CNH sobtre la pepsina, alcanzando su maximo al cabo de una
una hora de contacto. Los extractos purificados por edsorcion y elucion,
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se comportaron ante el CNH como preparaciones impuras, no siendo compro-
bada a eoto rospecto la hipdtesis de los "formadores de complejos” pero
las curvas de asctividad en funcion dei pH no son teoricamente diferentes
en les prepuracioncs de papaina y de papaina 4 -CNH. Ademas, la accion de
esto ofector resulta ser de activacidn ente ciertos substratos y de inac-
tivacion ante otros. o |

WALSCEMITD-LEITZ (21) encuentra por primera vez un activador natural
de 1la catepnins da los tejidos el eual on separable por tecnices do ade
sorcidn. Ia onzima, sogun sus trabajos, eolo actuaria sobre clertos PI'O=
ductos do la descomposicion proteolitica, mientras que la presencia del
sctivedor ls harie ocspdz de actuar sobre las pretcines (albumina de huo-
vo, gelatina, ste., ). Sospechan ademas los sutores, que alguna relaclon
dore oxistir entre la accion inhibvidora del SHy ¥ CRH o obre le respiraw-
clon cololar y su poder activador de la protoolisis,

GRASSMANN (22) sostiene que la olsteina activa la papaina de la misma |
manera que el SH2 ¥y el CRH, confiriendole la actividad do hidrolizar la
peptona. Igusles rgsultados 80 obtienen con la catepsina de rifion. Pero
on canblo, la dipsptidasa do la levedura (y tambien la polipeptidasa)
son inhibidas por 1a cisteina asi como por ol Si, y CKH. Cree, que el
aotivador natural se combina con la onzima formando un complejo de nuevas
propiedades, pero tambien admite como probable gque achuo retoniendo subo-
tancias inhididoras puos comprueba que los treos efectores expresados, fore
man ccmpuesfos insolubles con las sales de Fo.

WALDSCHMIDT-IEIZ (23) purifica este activador extraido del hfgado y
llega a un tripdptido cristalizado identico al glutaetion en forma redu-
cida. Estos resultados concuerdan con los de GRASSMAF (24) sobre inacti-
vacion de la catepsina por el glutation. Es notabls el hecho de resultar
este tripdptido inalterable ante 1la aminopeptidasa (KENDALL (25) y la
carboxi-polipeptidasa (GRASSMANN (26)) tan sbundantemente repartidas en
los tejidos.

SCHAFFNER y cols. (27) admiten un paralelismo entre la proteinasa ce-
téptica de ciertos organos (higado y rifion) y la proteinasa de la levae

dura en presencia del activador SHy o CNH. Establocon tambien que ol acw-
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tivador natursl (zooquinasa) es homologo al encontrado en las plantas
(fitoquinasa), | .

Catepsina y activador pueden sar'separadoa adsorblendo sl extracto de
los érzanos con keolin en presencia de fcfdos; la elucion del adsorbato
contiene el mctivedor libre, mientras que la solucion residual contiene
catepsina exenta de activador. Investigen temblen los citados ewtores
el poder activador del SH, en‘extréqtoa aros @ impuros, resultando ser
iguanlons tambien,'sobte snbatratoa“aifbﬁantes, sunque aqui el efecto sea
mas ostensibdle sobre la gelatina que sobre la ceseins.

EREBS (28) despues de‘eetudiér’6uap$it§t1vamonte 1la influsncia de oler-
tos motales scbre la catopsinag y papainaa,‘han demostrado 1la identidad
de embas enzimas. Resultaron sor inhibidores los iones de Cu, Ag, Au, 7,
Hg y Cd. la vitemina C inhibe la acolon de 1a papaina sobre 1la golatina
poro la vitemina C 4 Fe, resultd sor un buon sctivador. E1 Fe no es roem-
plazable por el Cu o ol Mn. -

MASCHMANR y cols. (29) explican la activacion como congocuencin de hae
cer posiblea mwvos puntos de etaquo on el»ambatrato; por ojemplo, la
reduccion €0 108 grupos =S-S- y -SH.

MASCHMANN y HEIMET (30) Bmplesn sl S0sFe y ereen que el cstion tondria
efocto, acortar el periocdo de introduccidn.

LAGRIN (31) cree qus la activacion de 1la catepsina de los organos, 8o
ria debida a la.raducoion de los grupos =SS~ 7y =SH on 21l complojo onzi-
ma~proteina. Ademas do 1los asctivedores ostudiados (SHp, cisteina, gluta-
tién, CNH), comprueba el emtor la influcncila positiva de otros reductoros
como el SO, y el dcido sucefnica 4+ hidrogonasa. La luz ultravioleis tame
bien demostrd ser activa al comprobarss su influorcia sobre la reducocion
Ge la cigteina a olstina. Esto explica ¢l incrementc de la proteoliais
on la plel y cangre docpuos de la irradiacién.

Los trabajos de GREDNMBERG y MIN (32) sobre bromelina ¥ las asclopainas
n y 8, demostraron comportamients mnalogo a la catepsina y papaina.

Finelmente WISS (33) demiestra gquo ol CHE y los pirofosfatos se condu-
cen como activadores de la catepsina y papaina, las cuales considera esen-
cialmento iguales diferonciandosc unicamente en el tipo dc complejo en-
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zimftioco que formam "in vitro®.

Pasemos ghora a consi&erar lo Qne.ee deduce de nuestras experiencias
sobrs la catopsina del Jugo séstrico y de la accion scbro olla de los o
efectores SH, y CHEK. El interes delaeta_eatudié es grande por las sigulen
tes razones: primero, por los resultados discordentes obtenidos por los
pocos sutores que se han ocupado de este tema; segundo, porque debemos
afirmar o negar la naturaloza catdptica do esta segunda protessa gdstri-
ca y tercero, por laltrascendenciafque tieno oste estudio para ol cono-
cimfento do la secrecion estomacal. | | v

Es un hecho al parecdr_ciérto,’la’exietpncia on la pepsina de grupos
anfnicos libres y en especial, su riéueza en tirosina. Los tradajos de
HERRIOT (34) y los de LI (35), han demostrado que aunque la moldcula de
popsina eontiahe uno o dos restos de histidire que pueden sor halogenoe
dos y por tantoAGSPaQGS»de reaccionar, este papel en la practica le co-
rresponde an su totaiiﬁad e la tirosinag 12 dé los 17 gfupos tironiniocos
maeden sor halogené&os cuando 1la pepsina esta sin desnaturalizor. De ello
concluye LI, que sorian los grupos fenolicos superficinlesn, 108 quo onm
trarian en resccion. Ia desnaturalizacion de la protoina romporia las
cadonas de pdptidos, lo cusl permitirie entrar en reaccion grupos tiro-
sfnicos centrales. El papel de la acidez del medio os tambien de gran ine
teres, ya que ei la intogridad de los grupos tirosfnicos es indispensable
para la accion “popefnica® y "oatdptica” do la enzima, laa invostigncio-
nes de MILHAUD y EPINEY (36) permiten concluir que ls %irosine op mas ne-
coesaria para ls actividad de esta Wltima que pare la do 2quelle. Fr cam~
bio, los grupo alfa-aminados e imi&azéiieos no sorian indisgspensables pa-
ra la proteolisis.

¥l manto de discusion on torno a estoa sspecthos, radica sn la existon—
cie de grupos -SH 0 de grupog =S-5=- on la molacula de pepsina y de cuya
rresencia depende ol considerar como una catepsing, la sccion anzindtica
dnzimatica de la popsina colocada a pl = 4,0 con gubstrato de ovoelbhimi-
na o casoinag y de pH = 3,3 ouando el substrato es de 4deptina. Ie preson-
cia do tales grupos y por tento ol caracter catdptico es afirmado por
FREUNDENBERG y BUCHS (37) asi como por WISS y RAMER (38); en cembio es
negadn por MERTEN (39) y por MILHAUD, DELOME y EPINEY (40) basados ante
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t0do en la conduota frosnte al CNH, el écido monoioddcotico y el SH,.
El modo de conducirse este {ltimo y el CNH constituye una parte de nues-
tros trabajos sobre loa'efectoresvdella enzima.

Influencia del pH.

Para su estudio se higo'paaar una corriente de SH, a traves del jugo
géstrico durante 20 mimutos, 1nwastigandoidéspuea la actividad catéptica
junto a los correspondientes testigps. Como se ve en el Cuadro IX(Parte
Experimental), en todﬁa los casos, excepto en unb, ge aprecio una activa-
glon aunque de grado distinto en los jugos de ayunas y los segrogados
por estimulo. B

Tal resultado, similar a los de BUCHS (41) y WISS y RAMER (42), eostd
en oposioion a lo obserwvado por»MILHAUD y EPINEY (43). Es posihle que la
diferencia de resultado no estribe sino en las condiciocnes de trabajos
asi: el jugo de ia experiencia 16 el cnai'ae activé intensamente cuando
fue expuesto durante 48 horas a la accién del SH, en tubo cerrado, se
condujo exactamente igual que ol testigo, sin modificacion alguna en la
acoién enzimdtica. Incluso en estas condiciones puede inactivarse, sunque
sea en ligero grado, como ocurre en algunas de nuestras experiencias, quie
zas por desmaturalizacion de la proteina enzimdtica.

Por tanto, ol efocto que debemos ccﬁaiderar como normal y constante es
el de activacion cuya razon coreemos que debe encontrarse en la reduccidén
do los grupos =S=-Se y -SH; pftod§ ¥ltinos, activadores naturales de la

enzima. No obstante, la diferente intensidad en 1a motivacion de los ju~

gos, unos respecto & otros, nosindica gue el proceso debe ser algo mas
complejo, actyando sobre la enzima directemente, pero tambien a traves

de.los distintos componentes del Jjugo. En efecto, 6llo contrasta con la
uniformidad de los resultados ouando el sistema enzimdtico estd constitu-

1d0 por pepsina cristalizada en lugar de jugo géstrico.

Influencia del cisnuro potasico.

va la pepsina, activacion que segun BUCHS (46) oxistiria tambien ouando
lg enzima actua a pH = 3,3 sobre substrato de edestina (lo que conferiria
caracter catdptico a la segunda proteasa gfstrica), tah activacion no se



observa por MERTEN (47) ni por MILHAUD (48).

Para aclarar este punto montamoa'una primers experiencia; en ella y
actuando con un jugo de actividad, 2,3 Unidades de catepsina se hizo una
exposicion de aquel durante 20 minutos ante 0,05 cc y 0,15 cc de Sol,
¥/10 de CNK. Se obaérvﬁ'unaﬁggggggzgg;gg de 12 y $2 % respectivamente.
Tal resultado, contradictorio con lo»SGﬁalédo por los oitados autores,
exigia una conformacién y nﬁ‘eetudiq detallado en distintos aspectos.

En primer lugar, para descartar la ;soﬁbl_e influencia del CNK sobre
las restantes partes del siatema’enzimétibo, se monto otra experiencia
cuyo respltado comparamos con éxpér;enciés posteriores. In ella se hizos
una exposioién proevia del jugo solo, durante 20 minutos (tubo J); igual-
mente del subatratov(fubo E) y delbaistema,enzimético oompleto (tubo SC)
empleando en todos los casos 0,15 cc de la Sol. ¥/10 de CNK. Como es 16~
gleco, se acompaﬁﬁ el toatigo correspondiente de una muestra sin exposicid
alguna (tubo T). Los resultados se expresan en el cuadro correspondionte
de la Parte Experiemontal.

Con estas experiencias queda demostrado que gi bien el CNK puedo sctuar

ejerce sodbrs el jugo.

Dicha inactivacion, que eonfirmamos:en una gran ocantidad de jugos, no
so a4, empleando soluciones muy diluidas de CNK, de aqui, nuestra discor-
dancia con los resultados de MERTER y:MILBAUD. que en roalidad s0lo es

aparente. En efocoto; empleando éoluoiones de concentracion baja, como las

emploadas por dichos autores, no se aprecia accion alguna, smm sentido

o en otro. Tal influjo de las distintas oconcentraciones de CNK lo estudia-
mos estudiando sistemas enzimaticos dlstintos; en ollos, la enzima era
unas veces ol juge gdéstrico y en otras la pepsina cristalizada. La meto-
dica fue la misma de las experioncias anteriores; la accion previs fue

de 10 minutos a 402 ante Opl cc de Sol. M/10 de CNK. EM el correspondiete
Cuadro de la Parte Experimental puede aprecisrse la influoncia de las con-
gentraciones distintas do una goltcion de CRE sobre el sistema enzimético.
La inactivacion ocurre. como wvemos en el Cuadro, cuando empleamos solucio-
nes do CFK a concentraciones M, ¥/10 y kasta /100, pero no a dilucionos
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mayores, las cuales, por otro lado, tampoco producen activacion.

Un estudio complementario se hizo emplesndo diluciones creciontes cuyos
resultados figuran en el Cuadro correspéndients.’Estas diluciones fueron
desde la M, hasta la ¥/1.000,000. Tamdbien aqui, cuando ae.trabaaa con pep-

dias entre M y ¥/100, las cusles quedan detalladas en la Parte Experimen-
tal. - o

Ia desaparicion de la‘accionﬁinéotivadbra del CNK, se verifica, por tant
de fbrma.lenta, trazando una curva de esocaso declive entre concentraciones
M y /100, En otros ensayos modificamos las condiciones dol sistema, tre-
" tando previamente ‘01 jugo con cantidades distintas de Sol. /10 de CNK,
Se emplearon 0,1;, 0,2 4, 0,3 4 046 coc do aguella, observandose casl siome
Pre una inactivacion, la cual, difiriendo en su grado de unos jugos a
otros, ora habitualmente magor al elevar la cantidad empleada de 1la Sol.

Con el fin do encontrar el efecto activador sefialado por wrss, RAMER,

y BUBHS, montamos otras experiencias haciendo asctuar dicho efector sobre
diluciones orecientss del fermenta. Sigulendo esta via es como, el prime-

ro de dichos sutores, ha visto aparecer una activacion ¢ras un efecto ine
hibidor‘trénsitorio. Un hallazgo de esta indole soria un apoyo firme a la
naturaleza catdptioan de la enzima, ya que, como KLEIMANN y WERR (49) so-

finkan, las catepsinas de los organos se activan notablemente con la dilue-
cion de la ongima. Con tel odjeto hicimos una oxperioncia actuando 0,10 cco
de 1a Sol. ¥/10 de CNK sobre diluciones crecientes de pepsina cristaliza-
da, hechas a partir de una solucion madre de 0,42 % en C1H N/23 (pH = 3,8)
De tal forma, la cantidad de pepsina tratada y sin tratar era 0,00042 gra-
mos. La tecnica de tradbajo fue la misma que en experiencias anteriores con
siderandose siempre los valores de los testigos de cada una de las partes
del sistema. El resultade de esta experiencia confirma todo lo anterior,



ya que siempre mientras el tubo testigo depard una proteolisis de 0,428
mgrs. de tirosina, la inhiblcion fne'absolntg, con un resultado de cero
‘en todos las muestras, con las dilucionas de popsina siguientes: 1, 1/5 ,
1/10 , 1/50 , 1/100 , 1/500 , 1/1.000 , 1/5.000. |

Complemento de la smterior experiencia fuc la que se hizo seguidsments
en 1a que la enzima ora jugo glstrico on lugar de papsina. Las distintas
diluciones de jugo, tratadas durante un t;empd de media hora con la dilu-
cion ya conocida de GRK‘dieron los resultadoe_que'se oxpresan en el ocuadro
correspondients de la Parte Experimental, la inhibicion aqui, es tambien
mahifieatg, sin apreciarse en nihgph womenfp no ya una activacion, sino
persistencia de aoctividad. Solo se observam, ocuriosamente, una tendencia a
recqbfarla en las dilnoiones de 3ugo.gaatrico entre 1/ 50 y 1/500, por lo
que se hizo una nueva con diluciones entro amdbas. Por 1o demas, ol rosul-
tado se expresa en el ouadro correspondiente, siendo el sistoma empleado
analogo a los anteriores, confirmandose una vez mas la ausencia de activa-
cion, existiendo sin embargo, una zona, ontre las dilﬁciones seflaladas,
en que la inactivecion no es absoluta. | .

Ante 1a fmposibilidad de una influencis de la temperatura sobre ol gra-
do de inactiwmcion pto&ucide por el CNK, se estudlo esta actuando sobre
el jugo durante media hora a temperaturé ambiente y a 609, Como ejemplo,
sefialamos en el Cuadro correspondiente, los resultados de dos experienclas
en las gque se estudid tal accidén sobre el jugo segrogado en ayunas y el
procedente de estimmlos con hiataﬁina.

En esta exporiencia oomo en las posteriores, sec demostro que gl grado de
inactivacion por diggg;g aumenta con la temperaturs consiguiendose en al-
gunos jugos quo la inactivacion fuera total al elevarls a 602, Sin embargo,
esto no sucede siempre lo gque indica las peculiaridades de ellos.

‘En otros ensayos hemos investigado ¢l influjo gue pudiera tenor el tiem-

de oxposicion a la accion del ci » demostrandose que tal influjo
es nulo. Para ello s0 montd una prueba en la que se estudid,aparte el tes-
tigo sin cleamuro, el mismo sistema tras la exposicion del Jugo 2 la accién
del ONK a 1a tomperatura ambiente durante 37 minutos y otros tubos a 609
pero a distintos tlempos de exposicion (5, 13, 25, 37 minutos). El grado



de inmctivacion fue igual; de 73 % en los cuatro dltimos y de 71 % en
el primero. o _

Como so observa muchas veces, seguh hamoa dicho anteriormente, ol grado
de otiva el ONK suelo per diforents en los distintos 8, 8

srigtalicads. Era, pues, préoiéo'énslizér-laa causaé responsables, En tal
sentido estimamoe convenionte considerar g; pH _previo que el zggg goaTe-

pondiente. 19 Anactivacion por e1,08K as,nula en los jugoe con pH alcali-
nos, sin duda por ls desnaturalizacion de la proteina motiveda por la al-
calinigacién y encontrarse por ello 1naotivados, como ya hemos sefialado.
Fn cambio, en los Jugos de pH 6cidoa(aunque hayn casos en que la inacti-
vacion no ticne lugar) la accidn del CHK es franca en el sentido que heo-
mos indicado. No obstante, la activacion og de grado varieble, sin

'e de doz previa del Jjugo. }

Con el fin de mclarar las posibles influenoias capaces de modificar el
grado de insctivncion y, en dltima instencis, la accion del CNE, dado los
rosultados tebulados en el Cuadro odrrespondiente, se investigo la accidn
de aquol sobre jugo tamponado previamente a pH diferontes. Para ollo dis-
pusimos de un sistoma de la composicion siguientes enzima (1,5 cc de Ju-
go), ciamuro ( 0,3 cc de la soluclion habitusl), tampon (2,4 co); este,

a los pH sighientes; 1,8 , 3,3 , 6,6. Tiempos 30 minutes. Postoeriormente
se tomé 1,4 co para la,pruoba de hidrolisis siguiendo la técnica habitual.
Los reaulfédoa quedan expresados en la Parte Experimental.

Como puede apreciarse, la presencia del tampon impide practicamente la
inaotivacion, tento mas cuanto mas #cido es el pH. Ello prusba, como lo
hace sospochar todo lo expuesto hasta shora, los datos do oindtica sefia~
lados al principlo y en las experienclas correspondientes, la importancia
que tiene en la accion do la enzimay en la de sus distintos efectores,
las partes reafantes del jugo, medio en el cual se encuentra y actua o=
quella, y quo hace que su dinamica sea distinta de la de la popsina cris-
talizada. Tions por tanto interes considerar el grade de inactivacidn de
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la muestra de jugo de ayunas en comparacion con ol gegregado por el esti-
malo de alcohol (sunque hay en estos casos un sumento de omtepsina) y el
de la histamina. Ia inaofivacion o8 igual o0 monor que en los jugos de ayu-
nas salvo una exoepbion (vense el cuadro do valores). Considersso en oste
sentido, como sefiala BUCHS, y nosotros homos comprobado, que la histamina
no modifica la secrecion del fermento el cual pormanece cuantitativemente
invarisble. En cembio, en los jugos segrogados tras la cafeina, la oual
aumenta la cantidad de enzima, son insctivados por el cianuro oon una in-
tonsidsd mayor que los de ayunas, oxepto en un caso. Dada osta conducte

¥ para eliminar una posible acoion dircota de la cafeina sobre la onzima

o ol oianuro, so monfaroh_doe.tipbe dévexperienoias: en una 88 expuso ol
jugo previamente durante 30 minutos a ia accion de la cafoina s0la; en o=
tro tubo, a la de esta juntomente con clemuro y un tercer tubo como testi-
0. Parte dol tubo msi tratado fuo llevado al sistema hidrolitico sobre
edestina a pH = 3;3 para estudiar su actividnd catdotica. El resultado fud
el eiguiente: | .
Tubo sagethajusbss b Ovgs o R, 0 4 so snactsvactén
Tubo cafeine-jugo-CHE " 0,132 " " = 67 % "

Con ello guedo demostrada la gusencis de una influencia directa de la
cafeina sobreo la accion onzimética, asi como no existir una interferen-
¢ins oentre ellé ¥ 1la acclion inhibidora del CNK.

Como a pesar de todo, podria esta acclon estar disminulda on su grado,
se montd ol otro tipo de experdiencia a que antes nos referimos. So tratd
previamente en un tubo el jugo con CRK y solucion de cafeina; en otro tubo
con aquel s0lo y el correspondiente complomento de agua. Il rosultado fue
izual en los dos casos: 0,132 ngrs. de firoeina.

Tal accion inactivante del CNK cumsndo obra sobre la enzima en Sol, M y
¥/10 en lms condiciones expussias y ol hocho de no haberse observado una
activacion del formonto, deniega hasta cierto punto 8l que la sccion pro-
tecliticn gfstirica nctuando a pH = 3,3 sobre cdostina, corresponda por su
caractor y naturaleza a una sccion catéptica. Poro decimos, "hasta clerto
punto” ya gue debemos considsersr las condiciones en que le enzima se oencuen-

tra. E1 mismo BUCHS reconoce, dado ol mecanismo do accion del CNK 4
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activacion do 1la catopsina de los Srganos, que esta pusde no tener lugar
cusndo actua sobre la pepsina oristalizada., En efecto, sogun KLEDMAN y
STERN (50) y KLEIMAR y RONA (51), la purificacion de la catepsina de los
érganos por adsorecion y elucion, lleva canaigo 1a perdida de la capacidad
activadora del cianuro, Por ello, eonsideranﬁﬂIHBAEcx y EREBS (52), que
la causs de tal activacion de 139 catepsinae de drganos por CHEK, se dobo-
rian a 1ls eliminaoion, por este, de euerpos inhibidores de aquellas, Seria

por tanto, mas que un activador, un anti-anhibidor. De esta forma seria
comprensible que el fermento aia&adp, no tendria por que activarse, No
obatante, queda en ple esta inhibicion que nosotros homos oncontrado y que

Pero de wna o do otra forma, queda siompre firme nuostra observacion
respecto a la constancia de accion de la popoina cristalizada ento 1la inac
tivacion por el CNEK, fremte a la acclion varieble sobro la onzima del jue
go gistrico. Esto nos hace concebir su accion en un doble sentido: una
directa sobre la enzima misma, ovidentemente inhibidora en nuestras condi-
ciones de trabajd»(cuya mejor expresion la tenomos en la ojercida sobre
la pepsina cristalizada); la otra indirecta, actuando sobre el medio que
rodea al fermento, tal y como se encuenira naturalmente en el Jugo, con
los muy diversos componentes de &1, al margen del grado do acidez y do la
acclon do_mpco_géatrico, oliminado que fud esto en nuesiros siotomas on-
zindticos "in vitro". Asi pues, la inhibicion debia actuar interfiriendo
la accion de aotivadoreé naturales de la enzima, presentes en el jugo,

o ezaltando 1la acodon de los inactivadores oxistentes en 8l. Todo esto
nos conduce a un aspecto de maximo interes: los posibles factores exig-

tontesg eh el jfuzo gdstrico. Su transcendencia para la accion digestiva y

por tanto para la fisiopatologla gfstrica, debe ser grande,
En su consocuencia, hemos perseguido la caracterizacion de un factor

En una serie de experiencias hemos estudiado la accion conjunta, dentro
del sistoma enzim&tico, del jugo gastrico y do 1la pepsina cristalizads,
asl como la acoion sobre esta, dél jugo inactivado por la ebullicion.
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Para ello se montaron en cada caso sistemas distintos:s unos como testigos,
otros, comc probandos de la exp;elriencia.v Los primeros fueron: 12, to%igo
de pepsina (TP), constituido por 0,1 cc de eoluoibn de pepsina a8l 0,42 %
mas tampon; 29, testigo de substrsto (TEV)V, formado por 1 cc de solucion
de edestina al 1 %, mas tampon y agua; 39, testigo de jugo activo (TJA),
integrado por 0,1 oo de esto mas tampon; 42, testigo de jugo inactive (TJI)
endflogo al mtezior "paro con :,ugo. inactivado por el calor, mas solucion
de edestina, Los probandosfueron: ‘iﬂ, sistema completo formado por solu-
cion de pepsina crdstalisada, odesting y tempon (sp); 22, sistoma onzime~
tico, formado por jugo sotivo, edestina y tampon (8JA); 39, sistema mixto
formado por Jugo activo, solucion de pepsina cristaliza&a. edestinag y tam-
pon (SJAP); y finalmente, 49, igual al anterio;' pero con jugo inactivado
por ebullicion (SJIP). El tiempo de hidrolisia, grado de calefaccion y teo-
»nioa seguida, guodan expuestos ezi la Parte Experimental. L,s datos reflo-
jados en 6l correspondiente Cuadro, se cbtuvicron sobre la base do consi-
derar los valores de los tubos tostigo en cada uno de los sisteman enszimd-
ticos. R |

Observando dichos walores, un‘hachq llama impediatamente la atencion:

en_ningun ceso go adviorte una snmac;on dg efectos enzimdticos al conjun-
dentro del sistoma " tro”, el co_y la solucion de

W Y hay mast el grado de hidrolisis do este sistema o8
inferior al del sistema en que ectua solo el Jjugo activo con el substrato.
S1 lo primero ora de esperar, puesto quo el grado do hidrolosis asunque se
incremonte con la concentracion de la enzima no lo hace en forma lineal,
en cambio, lo segundo, o sea, una hidrolisis inforior, no tione aparento-
mente razon do m9r y a pesar del gran interes que este hecho tiens, paro-

cia quedar sin explicacion. Cabe suponer que en el jugo existe algun fac-
tor capaz de frenar mquella enzima en su accion hidrolitica, sobre todo
cuando la concentracion es clevada. Como en ol cuadro podemos ver, tal dis-
minucion fue muy acentuada en dos de las experiencias.

En tal sentido, tenia un gran interes hacer obrar ol Jugo inactivedo por
ebnllicion, sobre ol sistoma enzimdtico constituido por pepsina oristali-

zaeda y substrato. En tales condiciones se aprecid siempre, salvo en un caso
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una inactivacion dd la sotividad de la pepsina, que llegé a ser muy inten-
ga on uno de los casos. o J | ,

Para analizar con mas detencion estoé aspectos, se monté otro tipo de
experiencla estudiando en ella lg infl 1o do una cantidad constante d

» {tice da_»-u:;dades crociontes de gggggg

ggggﬁglggggg Para ello diapusimoe dos aeries de tubos: una, ocon cocentra-
oiones creciontesa de la aolucion de papeina mas el substrato (tubos Pwl,
P2, P=3 y P=4) correapondientes respectivamentes a una, dos, tres, y cua~
tro docimas de contimetro oubico de la solucion de pepsina; la otra, igual
a 1a snterior pero afiadiendo a cada wmo de los tubos una cantidad constan
te de jugo activo. o o

Los resultados se expresap~en_el Cuadro correspondionte de la Parte Ex-

porimental, Qonde se comprucba la falta de sumacion dol jugo y la pepsina
a pesar de la posible mayor hidrélisis, 18zioa dol sumento de 1a cantidad
de enzima, analogo n 1o que se obsefva en la experiencia anterior al com-
parar la conducta do los sistemas SP, SJA, y SJAP. Ello hace que la curva
que representia grafiéamente esta accion, tenga monor doeclive que cuando se
trabsja 8010 con soluciones do popsina a aistintas concontraciones, Mas
aqui ocurre el hecho sumamente 1ntorésante do que al sumoniar la cantidad
de pepsina dentro del sistema on pressencia de Jjugo activo, disminuye la
actividad enzimftica de aquella siendo memor que cuando actua sola, sin
la coincidencla del Jugo. Ello se appdffa el comparar la conducta de P-3
y P-4 con los correspondientes adicionados do jJugo gastrico. Do aqui que
ambas curvas se crucen. Si tales curvas y tal conducta pudieran tel wves
explicarsé4en parte por la acoion inhididora de los productos de hidrélie-
sls sogun la Ley do accion de las masas, es evidente que esto no explica
la conducta de los ultimos tubos. Todo ello parece afirmar la idea de la
presencia de sustahcias inhibidores especificas de la aceidén de la pepsina
Para aclarsr esto punto se montd otro tipo de exporiencia: trabajar con
cantlidad constante de popsins (0;1 cc de la solucion) deniro del sigtena
enzimatieo'y afindiendo cantidades distintas do jugo inactivado (0,1 ,
042 § 043 ¥ 0,4 oc) y egtudiar poateriormante el grado de activided en
cada sistema. El cuadro de valorss correspondiente pone de rellewve los



resultados alcanzados trabajando con jugos de distinta procedencia. In
todos se ha deducido o1 valor de los correapondientes tostigos. En diche
cuadro, la notacion JI, significa 3ugp inactivo y 1a cifra que lo sigue
oxpresa las decimas de centimetro cudbico que se  les ha afiadido.

Podemos por tanto afirmar que 8l grado deigggggalisis produoidsc "in vi-

+ro” por 1 atalizad , obrando sobro un substrato de ede

________jgggggggggggﬁgo_por ebulll ; Tal inactivacion depende paralo-
lemente de la cantidad de Jjugo aﬁadido.

Como era de esperar, la oantidad do inactivador contenida on juges de
distintas procedencins, fue distinta. En cambio, llsma la atencion, las
cantidadea caal constentos que se encuentman en Jjugos de procosos patolé-
gloos similares.

(Llegado a este bunto querembe sofialar que nuestros trabajos
sobre cateﬁeiné del jugo mfstrico no quodan on lom aspoctos
fisi0ldgloos que squi consignemos; la directa relacion que
la fisiologia tienoe con la patologia, nos ha llevado a con-

timiar nuestras experienciss en ol campo de la clinica di-
gestiva. En este terraho,fueron interesantes los resuldados
‘que obtuvimos on procesos que pudioramoé llemar "opueostos”
doode ol punto do viste do la secrocion géstriea; ol ulecus
¥ ol cancer, Pero dado el caracter do osic trabajo, no cone-
sidereanos procodente extondornos on estos aspoctos. )

Una vez confirmado el efecto inactivador dol jugo, dobomos pasar o hoe
ear algunaé considoracionos en torno a la,posible raturaloza de este efec-
tor. No podemos hablar de efectos competitivos entre ambas enzimas porgue
gabemos que ticnen identios o parecida cindtica. En cambio, Todo parece
hablar en favor de la existoncia de un factor de inhibicion de goclion es-

pecifico sobre la aotividad omtéptica. No deja de toner intores la cooxise

tencia en el Jugo de fermentv y de inactivador, 1o gue suponsc unas €spo-

ciales condiciones do accion. En este sontido y a1l isuel do lo guo sucede
on distintos fimidos y esctructuras 20l organismo, ol pll del medio no debe
ser indiferonte, do forma que, pasando un Gptimo dcl miswo, ¢n una u otra



direccion (écide o alenlina) predominard une u otra accién. De tal modo,
no solo su importancia fisiologlea seria muy alta, sino que su significe-
oion patoléglca tembien lo seria, puosto que, desviactiones muy intensas
del lado dcido pudiora "deshocar” la asccion enzimftica. En tal caso, la
cooxistencia de ensima o inactivador tondria sin duda una finnlidsd pro-
tectora. R |
V(Nuevamsnte.tenamoa-que hacer alucion a los caminos que & partir
de este punto hemos seguido en orden de patologlia gistrica, os-
tableciendo una interesanto comparacion entre el fenomono obe
servado sn los uloeroaoaAyfan los cancerosos. Los resultados
abonan nuestra suposicion del posible papel protector del in-
hidvidor. No tocamos, repetimos, oste aspecto de nuestros trabo-
jos por considererlo fuera del tema do esta tesis doctoral.)

Influoncias distintas deben sotuar sobre ol inactivador, ne colo on su
producedon sino on su accién misma. Prescindiendo do la- del moco ghstrie
co insoludble (gue oliminamos para llevaer a cabo nuestras exporiencias),
actuarian los distintos efectoros enzimdticos, no solo sobre la enzima
sino tsmbiom eobre.el inactivedor. En la inactivecion quoe producse la ale
calinicacion, s probable que intorvenga una accidn de esta fndole, no
debiendose 8010 a la desnaturalizacion de la proteina enzimstica. Ia exis:
tencia do jugos, si bien sea una exepcion, en 1os que la sleslinizacién
no produce wna inactivacion y el grado variable de esta que se produce
sonetiendo 3ugoa distintos al mismo pH, quizas dependa de elle, por lo
menes, a nosotros nos pérece probablo. :

Le presencia do un factor inhibidor de 1la aceion catdptica puode oxpli~-
car tembien (dentro de la constante aciivnoion de la catepsina por el SHy
gus diferentes grados cuando se comparan varios jugos entre el y tombien
el distinto percentaje de inmctivocion que producs el CRNX en jugos dip-
tintos, que contrasta con la respuesta, siempre constante, de la papsina
cristalizads.

Aunque no es posible definir guimicasmonte la naturaleza del factor in-
hibidor de la catepsina gistrica, tiene interes el que diversoe mrcopoll-

sacéridos conteniendo azufre en su molocula, posesn un marcsdo ofecto in-
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hibidor de la popsina. Asl; BABKIB y KOMAROV (54) sefialan que el feido
condroitinsul furico reduce la aceion protaolitica del Jjugo gastrico de
los porros y ZAUS y FOSTER (55) viercn una sczion similar sobro la digos-
ticn do la golatina por la pepsina comercial. Mas reclentemonte LEVEY y
SHEINFIELD (56) han demostrado ol acusado efecto inhibidor aue tiens la
hoparina y el acido con&roitinsulfdrico (ambos micopolisncaridos) sobro
la pepsina. Tanto uno como otro e encuentan ostorificados con ol 4cido
‘anlffrico, miontras quo el Acildo hialurunieo (earente de 41) no posce 4al
accion o igualmonte ol sulfeto- sodico.

Toﬁo 0110 no pueds dejar de tener relacion con ol contenido del juszo en
mucoproteinas, cuyo mecanismo do secrocion es similer al do otros produce
tos de la actividad glandular, como la pepsina y el ClH. Do aqui, como
ha demostrado JERZY, GLASS y BOYD (57) que hays una relacion entre la aci-
dez ghdstrica y su contenido on zuchprotoinas, do forma que (ol igunl qnev
sucede con el factor do inhibioion quo homos sefialado)so - oncuentro una
elevada cantided de aguellas en 1os jugos hiperdoidos (entre ellos los
casos de ulcus) frente a una centidad mfnima en los andeidos (ncorlasias).
Ello noé hace aospeéhar que ol factor inhibidor de 1la papsine y catopsina
gdetrica, no sea sino un'mucopolieachrido egbtorificado con 4cido sulfiiri-
c0, contenido en las mucoprotsinas gastricas disueliss, segregadas por
las cdlulas parietales dsl estémago.

Por tanto, cusndo se estudia la accion enzimdtica del jumo gdstrico,
tanto en eonaiciones fisiolozicas como padologicas, es preciso considoerar-
la dentro de sw medio naﬁural. Estoa hallazgos nuestros encuentran parane—
gon, en cierto mode, con la demostracion hocha por KALSER y GRASSMANN (58)
do ls presencism en el juszo pancredtico de un factor inhibidor de la trip-
sina, intimamente rodacionado con el factor aislado y cristalizado por
NORTHROP, KUNITZ y HERRIOT (59) en ol tejido pancreatico.
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PARTE EXPERIMENTAL

DL VALORACIOK 910] Iu‘& SEGUNDA P?O‘I‘LAuA GASTIUICA .= UNIDAD.
Resotives

12, Reactivo de fenol.

Pn un matraz de 1.500 cc cle un apara'bo de calefacedion a reflujo, pdngase
100 g. de tungstato sddico (W04N32. H,0) quimicameme puro. Afiddese unos
700 oc do agua, 50 8. deo feide fosfbrico al 85 ¢ y 100 cc de dcido clorhf-
drico concentrado. Ndgase refluir durente 10 horas (ol aparato debo sor
de ajuste esmerﬂ.aﬂo). Apréguose despuas 150 g. do sulfato de litio (8041.11
quimnicsmente puro y 50 ce de- sgua. Cusndo estd bilon dimiclto afifdsse nnas
ghtas de bromo. Hidrvase dospues sin refrigerante do reflujo para aliminar
el exceso de hromo. Ddjese enfriar. Mifyase con agua haata‘,fomar‘ un litr

Ffltrese si es necessrio. El reactivo no debe tenor ningun #inte verdoso
ni azulado y tieone qua conservarse perfectamente protegido del polvo.

29, Solucion de odesting @l 1 por 100.

Se dispersan 0,5 g. de ades*tina en 50 co de golucion de ClH de pH = 3,3
¥ so agita constantemente mientrgs ee calienta con suavidad. Llevar despue
a ebullicion. Enfriar.

32, Tempon. |

Solucién As: Acido oftrico 0;1 M. Pn un matraz aforado sc disuelven
21,014 g. de mcido cftrico quimicamente puro, recrisializado y soco, on
arua destilada, Completese hasta hacer 1 1itro.

Solucion B: Fosfato disddico 0,2 M. Pn un matraz aforado, disuslvass en
agua dostilada 28,396 g. de fosfato disddico anhidro gquimicemente puro y
completese hasta formar 1 litro. |

Para preparsr ¢l tampon de pH = 3,3 so mezclan 28,60 cc de la Sclucion A
¥ 12,40 cc de la Solucion B. Debe comprobarse potenciometricamente y co-
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rregir en ©aso neceaario.

49, Solunocién de Hidrdxido gégico al 10 por ciento.

58, én do do tricl 1 20 r clsnto.

Yalorsoid
12, Fn un tubo do enceyo de 18-20 im de didmetro se coloca ol sistema
enzimftico completo y los eorrespoﬂdienteé tostigos de odestina y de Jugo
géstrico, ya que ambbsien neyor Q‘menar grado, meden dar color con el
resctivo por contener grupos fenélicos libres. |
LaIOOmyosioion ﬁe_lqﬁ tres.sietaﬁaa os 18 slgulento:

Tubo A . . Tubo B Tubo ¢
Sistoma enzimdtico comploto Tostigo de Juso Zestigo do odostina
5 co tampon pH = 3,3 s ce tempon pH = 3,3 5 co tampo pil = 3,3
1 cc eo0l. eaestina' cc agus de tiladﬁ 1l cc so0l. egnstiné
0y2 oo jugo gistrico 0,2 co jugo gistrico 0,2 cc agua dostilads

29, Los tubos se emplezan en un termostato a 40° Gurante 10 mimutos.
(Como quiera que le hidrflisis emploza a tempeormtura ordinaris, es conve-
niecnte tener preparade el sistema a fﬁlta de la adicidén de jugo; ol termos
tato tembion ontard e punto y los tubos seran emplazados en 61, inmediata-
nente desmos de agregar el jugo).

32, Sacar los tubos y colocarlos sobro hielo o intruducirlos en agua
nuy fria,para detener la actividad de la enzima.

49, Dosproteinizar, ofladiendo a cada tubo 6 cc de la solucion do £eido
tricloracdtico al 20 por 100. Invertir los tubos dos o tres veces y espers

unos minmatos para qus el precinitado so ongrueseo.
59, Mltrar,

6°. En un matrasz nforado de 50 ¢z (a ser posible contrastado) se coloce
5 cc del fildredo. Con 21 frasco lavador so srrastran que hayan r»odido que
dar en el cuwello del mntraz y se conitinun la edicion de agua heata unos

12 0 15 cc. (Como puede darse ol caso de hidrolisis altas por existir gran
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cantided de enzima en el jugo, convieno, ocuando esto se sosgpeche, tomar
uns menor cantidad de filtrado a f&# de que el color conseguldo pueda leen
06 en ol fotncolorimetro, sin bajar dol 20 por ciento de trasmision, Este
proceder es 1mpmesoindih19, pues tratar de disolver el colbr consogutdo
hasta mma dilucion que 10 haga doaificéble,<es practicn totalmente desocha
bdle por errdénesan). T | '

79, Afladir 6 cc do lam solucidn de NaOH al 10 por ciondo y lavar nusvamen

45 ol cusllo &2l matraz con ol caorro del frasco lavador.

892, So agroga despues,. lentgmente‘ylgggtando, 2 cc do reactivo de fenol.

9e, Completar con aguan destilada hasta el enrass. (Es frecucnte, sobre
todo on dias frios, la aparicion de un precipitado blanco o turbidoz, de-
bido al sulfato de 1itio. Recomendamos para evitar este incidente, llevar
los matraces antéa de la adiclion del reactivo, a un bufic de agua a_SQﬂ G-
rante 10 minutos. Se oxtraon 1os matraces y antes 3o qus so onfrie so afie~
do ol reactivo.)

3092, Egperer 5 minﬁtos ¥ llevar una parte del liquido azul a los itubes
del colorimetro para su lectura. '

112, Del valor obtenido para ol tubo A, réstense los testigos B y C.

Curve de calibracion

Freparese una soluclion maedre de tirouina dlsolviendo exactamente en
un,matraz,afbmado de 100 co, 20 mgrs. daftirosina en C1H 0,1 N y llevar
hasta on enraso. ‘ |

En matraces &o 10 co poner respectivemente O, 1, 2, 3, 4, ¥ 5 cc do la
solucion madre. Los matxraces contienen emtonces 0, 0,2 , C,4 , 0,6 , 0,8
¥y 1,0 mgre. de tirosina. Afiddase a cada uno de ellos 20 c¢c de agus, 6 ce
d¢e la solucion do FeOH y 2 ce dol reactive de fenol (este Wltimo, Jente~
meante y agitendol Diluir con sgua hasta enrasar. Dejar roposar 5-10 minu-
tos. | '

Pdasese despues a los tubos del fotocolorimetro y ldase ocon filtro verde
(530) el porcentaje de trasmision contrs un ﬁlanco de agua a 100 por 100,
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Loa wvalores obtenidos 1léwvense a una grafica en papel semilogarftmico
'y si la calébracion esta bien hecha, dara una recta que corta al ejo de
ordenadaz a 100 de trasmision, o

Mromle pars 1a onlorimetyia

La necesidad de evitar tantas operaciones aritmdticas cowo se requiere
para lleger al dato final, nos llovd a estudisr una forwuls que almplifi-
cara los cficulos. ' '

Aplicamos la siguienies

donde, .

= mgbs. de tirosina por 100

cc do 1igquido egzimatico

= oc de flltrado tomado para la colorimotria
= Unidades do protessa en 1 oo de Jugo gastrico

K & o PV
i

St se siguo al ple de la letra nuestra teonlea y sobre todo, si omplea~
20s 1lns mismas cantidades y dilucionos, la formula antorior se reduce a
la siguientes |

X=6,1 o h

Ruastra Unidad de rroteasa

Siendo nuestra teenica diferonte a la enplada por los distintos autores,
tenenns nocesidad de amplear otra UNIDAD, -

Definimos como UNIDAD DE PROTEASA O UNIDAD DE CATEPSINA:

La_cantidad do enzima que libera un milisramo de tirosina de un subge
trato do odesting tamponado s pH = 3,3 on las condlciones de la oxpo-

rioncia.

Valores normales

En el estado actual de nuestros conocimientos, nos eos imposidle hablar

de vnlores normales y patoléglcos.



Maratia oxperiencla on t&mponamiento‘de eatdnogos y ol ostudio do las
'curvae de sacrecion do catopsina, nos ho pormitide comprobar que la mayor
0 monoyr cobividad d¢ ls enzina dopon@e principelmente del pH inicial dol
ostdnago, o soa, del Jjugoe do ayunas, establecienﬁose mna rolecion de ac-
tividedes que docrece a noddda gus ol pH npeionda,

Come masultado de eate aspecto da nueqtras 1nv0«tipncionas ¥ hablando
sienpre de jugos de ayunas, podemoa eatableoer tros gruosos de actividados:

NMedia de log valores odbtonidos

_ UNIDADES
pH entre 1,5 y 3,8 cesoovecsrionces 12426
pH entre 4, 5 Y 642 sivansesnsnsvens - 1 6
pH entre 7.3 ¥y 8'55 ocaoocooanooooo 0.57

(Estos datos se basan on una caauistica.de 55 Jugos gdstricos)

PRUEBAS DE SECRECION DE JUGO GASTRICO MEDIANTE ESTIMULOS

En el curso de nuestros irabajos hemos empleado los sigulentes estimulde
de secrecion de Jugo gidstricos
~Dogayano de BOAS
~Eatfrmlo por alcohol (desayuno de EHRMANH)
~Estfmulo por cafains -
~Estimulo por histemina |
Omitimos la descripolon de esias tecnicas por ser do uso gomeral y
encontrarse descritas en todos los l1lidbros de fisiologla gidstrica.
Por igual vazon omitimos la teonioa de sondaje géstrico.

IAMPONES FMPLEADOS TN BUBSTRAS EXPHRINNCIAS

Al describir muestira tecnica do valoracion de la segunda protoasa géstri
ca, hemos dado la composicion de las soluciones madre para la proparacion
de tampones a los distintos pH quo interesan. Vamos ahora a detallar la
composicion de ellos para cada uno de dichos pi.

Ademas de aguellos tampones de cltratowfosfatc sodico, so han empleado
on nucstras axperiencias tamponos de Clilecitrato.

Tampon_dcido clornfdrico-citrato sddico

Solucion acldo () dyico O H
Solucion citrato pddico. Se disuelve 21,008 g. de dcido cftrico en 200 cx
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do D501 T de MalH, Diludr n 1 litro.

I _citrato CLH 0,1 ¥
1,08 0,0 100,90
1.2 11,0 89,0
R B
1,8 o 2§:2 T8
240 30,9 69y

Tempon_#oddo cftricomfosfato podico

Soiucion do doide citrico. _
Solucion fosfato ﬂisodieo.-(Aﬁbﬁs‘ﬁescritas antoriormonte)

I - : S Sol, 8. _citrico So0l, fosfato Na

2’2 ‘ 39’20 0,86
’2g4 _ 37952 : 2,48
2,6 35,64 4,35
218 33,66 6432
3,0 31,78 A 8,22
3,2 30,12 9,88
3,4 . 28,60 1140
3,6 27,12 12,88
348 25,60 14,20
2,0 2,58 15,42
442 23444 16,56
4.4 22,36 17,64
4,6 21,30 18,70
4,8 20,28 19,52
5,0 19440 20,60
5¢2 18,56 21,44
5¢4 17,70 22430
5,6 16,80 23120
- 5,8 15,82 24,18
6,0 14,74 25,26
642 13,56 26,44
644 12,30 27,70
6,6 10,90 29,10
6'8 9'10 30090
7,0 7406 32,94
Te2 5,52 34,78
- Te4 3,66 36,34
7,6 2,54 : 37,46
748 1,70 38,30
8,0 1,10 33,90

lasioncs oo dondra

0
[
O

Yomelondo cantidndos corrospondiontea do amha
40 ec de una solucion tampon al pH indieado.

Todoas los pH gue fuoron praparados en sl curso de nuegtros trabajos
82 commroharen 3 roctificaren potenciometricanmente.



EXPERIENCIAS DE CINETICA

Como mmestra enzimfAtica se empled'jggg;gégggggg,privado del moco por
contrifugacion. Paralelementc so hacen exporloneias con pgzaina cristali-
zada Merck, dlsuclta en C1H /33 al 0,42 3. {Se emplea osta concentracion
para obtener hihrolisis cuantitativamon»a eomparables o las quo o obtie-
nen con jugo gﬁstrico).

E1 subsirato emp&eaﬁo fud do Pdsqtina Wcrck on solucion al 15 0 soa en
1a mismn concentraoiqn}qua on nueutra tocnica aa_vnlorac;on de lia ~atepsia‘
Los temponos fueron de a,éitfiabnfgsfafo digbiico a pll = 3,3 \uondo i

tuamos el pH dptimo de accion de la éatapaina) balvo en las cxporicncias

dsstinadas n probdar le influencis 2ol pil ea la actividad enzimfticas

18.- Influencia do la temperatura

Expericnoia n? 1. (Resume los resultados Go un grupo de experloncies.)
Condicionos experimentales: -

—”nfimas.vo 2 eco de jugo gfst tic0 ¥ 0,2 co doe z2¢l. popnina,
-Substratos Sol. deo adestina al 1 por 100.

*73‘,_ s

-ﬂepera%m'as: 15¢, 302, 402, 50%, 60, 70e, 80°,
-Tionpo de calefaccion' 10 ninuﬁos.

-30 preparsn testigos de edestina y de ambas enzimas.

sistoman
 Tubo J (Jjugo) : Tubo P_(pepsing)
Tampon 5 co Tampon 5 cc
S0l. edegtina 1 cc ; Sol. edestina 1 oo
 dugo 0,2 cc Sol. pepsinea 0,2 co
Tagt J Teptizo I Toptigo B (edostina)
Tampon 5 ce Tampon 5 c¢ Tampdn 5 co
Agua 1 cc Agua 1 c¢c S0l. edoestina 1 ce
Jugo 0,2 cc Jol. popsina 0,2 co Agua 0,2 ce

Resul tadoss



Susdrd 1
M1ligremos de tirosina
' Slstoma cong
Temperatura Jugo gstrico Popsina crist.

159 ®vsessesscescnsnenns 0,216 : 0,25§
309 dOP NSO ert S rrErese 0'260 0929J
409 S8000ccss0erss00s00s - 0" ) : O’
509 *6340000000dsc0svans . 0'3 0 0’4-20
60% SN O06OeN 0GR ERILIGIRSS 0’408 0’448
709 AL A KA RN SRR AR R . 0’320 0’360
809 DOPEOCSLELOEROROODPEOS » 0’252 0’285

— - JUGO-GASTRICO:
1 _

S S -irblfs'é%)kvl&‘);kifsﬂtl

1 HEH L B

{

SRR IR B e

2A
b

Flg. Lo

Exporioneia n? 2. {Rosume un grupo de exporicucias).

Las condiciones experimentales fueron las de la experiencia anterior
pero en lugar de usar pH = 3,3 {(8timo do la catepsina) lo hacemos a
pH = 2,2 (Sptimo de 1la pepsina)l.

Rosultadont



bugdro II

Tempegatnrai

150
300
300
500
6020
709
80®

[ R

mghsdel bl
ie%%WﬁQV

[ SRS R ERE R YN R YR RNEN NN NAEWY)
[Z XN R X B R X NN R N X NN KN

Seessensrersserst sy

F9e3006s0sesssrsresns

see s e st srevsvesnner
Se0asssasresbrssnssesn

Sesessscnnssrcenevenrs

SRR FE RN R

Miligramos de tirosina,
SioYema con:

Jugo géstrioo Popsing crist.

0,210
0,245

Rl

GAS

pmnm'ﬂ@?;

ISTALIZADS
:yﬂm.m

Figo 2

Conclusliones do las Exp. nR 1 y n® 2,

19,.~ E1 dptimo de actividad enzimatica tanto para ol jugo

elotrico como para la pepsina coristalizeda, eatd a
602 cuaendo se trabaia a pH = 3,3 (Fig. 1.} y a 50®
cuando so trabaja a pH = 2,2 (Mg. 2.)

28,~ E1 paraleliemo de los resultados de ambas oxpsrienclas

og absoluto.

peod Luae TeTIEY T N N S I I S LT s

TarineTes
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29,- Influencia del tiempo de calefaccion

E on n? 3.

Condiciones eggggggentales.

-Les mismas anterioros, salvo tismpos ds calefacelon

Sistenas

Tos mismos aus go emplesron en las ceperisnoias n? 1 y n? 2.

Resultadog: )
Cradro Iil

. Wiligremos de tirosina.
: Slgtomas oond

e Tiompos - Jugo gltrico Pepsina crist.

¢ .;oonoaoo;.b. 0 260 0 060
1B Sensini 05300 03120
200 .oa.soooo-ooo‘aoa'.oo 0’350 09189

3' aetevencrcsccsne: 0 390 s
48' o::‘&.bbooogo.o.:: . :—- 0,263
45' S80S QPONIOOISILIIOLIIS 0,436 Lsinand
60' FY SR N NS N NI WNRE NEN NI 0,472 0’285

Lomgrs.idel .l sl
tirosing Pra

; ; H ol :
| : i i

| gt 20" 30" 4o 50" G0

S JUGO -GASTRICO: .
S AN A i
=~ PEDSINA CRISTALIZADA

¥
+ . " i .
UGN NI S RN DS SRS i ! |
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Conolusiomess

10,~ Ia hidrolisis se acentua al sumintar ol tiempo de
| onlefaccion siguiends las curvas 1 porfil parabo-
lico, | } i
28,~ la cusva &5 asiividad 36f13 rroteass naturel y la de
in popsing ori*tulizudu oon casi parelelas,

— - e v v sy — vy g v gty
o=ttt k4 — =:' oo FmESTommsmT= -— e -ty ~ et oty od i~ 2 <

cia de la gconcentracion de 1a onzima

Expericnoin n? 4. (Resume wn Zrupo de axperiencias).

=Las mismas que 2 experJJnclab sninpriores oalvo
'1a concentracion de la enzima.

 ~Todos los tubos fuoron llevados a 7 cc con el tnmpon.

Resultadoss
dre IV

Jugo Hars,e tivosine : SOL. pepsing MArsS. tirosing
0,1 e 0’224 , 0’2 ce 0’3?

0,2 ce 04270 1 0,4 ce - 0g52

0.3 co 0,3?0 t 0,8 cc 0,678

O.J ce 0,396 ! R,2 co 0,710

0,75 ¢ . 0,433 ! 1,6 cc 0,723

1,0 cc !

Ver la Pig. 4 on 13 pagina siguiente.

Cénclusionce:

8. La hidrélisis sumenta con la concontracion de

la enzima tomando las curdams un perfil parabd—
lico.

28,= Aubus curvas son casi peralolgs.
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— JUGO-GASTRICO
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48,~ Inflnencin de

la concentrscion del svbotrato

Expordencia né 5, (Resume un grupe de ezxperioncias)

Condiciones axperinentalass

hesultedos:

- Las miemas que on experiencias enteriores, excepto
la concentracion de la soluclon de peonsina,

-

Luepdro V

concontracion del substratbo

0,96 por 1,000
16 1] b+

3,2
5o4

1]
1

L4
n

d

Hiligremos d6 tirosing
Siatena cons

us @strg,co

04260
0,328
0,460
0,656

repoing crigt.

0,300
03368
03299
0,596




- ——1 Jueo GASTRIC‘O
RSy pspsnm CR/STA IZADA ~

l

Pleg. 5

Conclusiones:

18,- Ta htdrolisis avmenta con la concentracion del subo-
trato, tanto para la peopsinza cristalizada como para

ol jugo gitrico.
28,«~ Fl paralelismo de ambag curvas es absoluto.

it evrp ey 0. o et amas oreatm
s St Yot Yo . S o T S S T A s St et

e miovme rasonveves 2 G St S s S st
— ——

52.~ Influencia del il

Experiencia n? 8. (Resume un grupo de experiencies)

Sundlclonos exporiunentaless

~Les nicmne que or gxprericncias antsrisres asivo dil,

~So prepara un nolo sistoma: Jugo gastrico. Im conparacd.on
con ol couportamiento do la pepeinas cristalizrda, se hace
on las asiguientes oxporicnciss sobre influencis de la ale
onlinizacion.

LR Rt
huiﬂiﬁ
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Rogultadoss
Cuadro VI
pH _ ,ggrs. do;gg;osina
1,0 0,202
1,5 ’0,280
1,8 0,310
2,2 0,341
245 09335
?’ ‘)’315
3,1 0,350
3,3 0,362
4,0 0,225

Concluaionegs

T ey ey s o

Figz. 6.

123.~ S2 enfiras la oxigstonais Jo un noximo a pil = 2,2
son cubstrato déo edestlnn, corrcopondlento a la
accion proplemente popsinica.

2% 4= Slgodlendo lz curva en contldo ascendmiee, g0 encuon
tva otro waxime a pi = 3,3 corrsspondicnic a la

seion cetepsinica del jugo.

38%,.~ Entre asmbos maximcs hay uns depresion a pl = 2,8.

o

RS ST IR IR ITRR T e

s gt T foe ettt e e e = =t — a———




68,~ Influencia de la alcalinidad

Egggrioncia ne 7.

N ~ Y . - -
Tondizsicnes exprrinantalons .

-36 "lguc 1o micma mesddici.

-»Sol. pepsim, 1 cc ,

—Jugo gést‘zoo, Oy ? e .

~pll del juoo d"‘avuxaw = 2,8

Tiempo dae ca)eteocion 10 minu‘t;oa.

"‘_‘;{Jx“l.l BEATG

-Una serie de mboa de- esta compo.sicmn ¥ 2 distintos pil,
actuoron 200 gistonss patroacs }'Omlzn SO 24 curva
coneignada en ia axpariencia enterior, ds la que toma-
nos algzimon datog para ol Cuadro VIT.

~Cada uno de estos sistemasg se repitlc usando sol. de
vepaing y jugoe sfstrice de ayunas 52 gonusiondoics durane
to una hora a los siguientes PHS 4,0 4 5,5 4 Ty0 4 745

y 8,0
Resultadogs
Cuad:r-n VII
mwienoma con pepsina oristﬂlizada
11 im0 dé slrasing noxr 100
.1 o3 Inactivecion previa durante una hora a pH:
rAL LLV e n
sistemn provia -
onzimatic, [nactivas. 4,0 535 7.0 15 3,0

1,0 0,121 5,120 0,105 3,03% 0,075 5,631
1,8 Q +278 0,251 O 205 0 160 0,09% 0,032

2,2 2y 320 5,273 0,215 0171 0,095 61032
218 0,251 0,235 - 0,189 0,135 0,080 0,032
3,3 0,333 0,300 0r243 0,175 0,100 0,032
2,0 0,153 0,132 0,100 0,062 0,050 0,032

Experiencias con jusmo gdstrico

1,0 0,202 0,175 0,165 0,150 0,125 0,025
1,8 0,310 01235 33255 G,225 0,157 u,as,
2,2 0,341 0,310 o 260 0,235 0,170 0,025
2,8 0,315 02275 235 0,030 0,135 on 025
3’3 ,362 0,325 0,275 ‘ \) 2“- 0’165 t)q()




e e
mgrs.dei’:.
_tiresinal T T N I A

. gastrico | . |
H ' : ‘ '

I:‘ig. Te

Conclueioness

12, Ia inascidivacion gue exparimentan anbes onzinas 08
" ganto nmayor cuande nas olovado 2g el pil a gue Jueron
aonmatidnon.

28, Tn inactivacion llega o sor totel a pl = 8,0

39,~ Leg curvas couservan ol mlsmo porfil quo law de las
sxporiencisi sobro 1o larivencia &2l pH, poro tion-
Qo v fl}nnn:ca loso dos ndximog a1 sor nonor la de-
presion que 15s soporn.

48.-Siémpre mantienc ¢l Juso wus esbtividad supsrior a

la de la popsina. -

58, Lp achividad entdpiicn fue sionpro superior o la
de lz pepsina tanto on ol Jugsc ccuo of iz popoios
criotal loade,

68, I'o ohatante, la sepsibilidad o la alcalinizacion de.

gmbas proteasas fue ruy parcelida.

e o e a3 b e S s Aok Ve Mg
T TS S RS TEAmI Sy et ea @ m Tk me mh os o TR m ey [ Cs e e IR - TSI L
ftpardidl Ko FAFEIES SR PSS T A T A T A L L DAL A L s LD S T TR e f e e cbas ot e i Sitir it S-S gyt ety = pebesniodrie s ~od
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Exporiencia n¢ 8

Como complemento de la experiencia antorior se han montado una sorie de

ellas con jugos géstricos diferentes y extraidos en distintas condicionas.

Cuadro VIII
8aso Unidades Inactiv. Unidades % de Observaciones
nim, cial catepsin _a pH catepsin inactiv. ‘
6 3,2 3,7 7o5 1,4 62 Jugo de ayunas
6 3,2 2,4 " Ty5 1,3 45,7 " consorvado 8 dias
10 7995 2,1 »0 2,1 - 0 Jugo de ayunas
11 7,35 2,7 s0 2,7 0 " '
12 3,3 2,6 8,0 2,5 4 Jugo de 2 horas despucs
' desa., cafe-leche pane.
BR800 8 8 Papue
. egpues desayunp
’ _ > ‘ de alcohol (Ehrmann).
14 3,35 2 1,6 1,8 10 Jugo de ayunas
14 1,5 1,8 6,8 1,6 11,1 30' despues desayuno
de alcohol (Ehrmann).
15 1,5 2 8,3 1,5 25 Jugo de ayunas.
Conclusiones: _

l8.~ El1 caso n? 6 fue estudiado con Jjugo reciente y con
jugo de 8 dias de obnservaoion a temperatura ambiente.
En este segundo caso, la inactivacion fue inferior
por perdida expontanea de la actividad.

28,~ En el caso n9'14 so obsorven inactivaciones casi iden-
ticas en el jugo de ayunas y en el extraido 30' des-
pues del desayuno de alcohol.

38, E1 caso n® 13 con jugos de ayunas alcalinos, no expe-
rimenta inactivacion, sin duda por ausencia do activi~-
dad catéptica.

48,- Los casos n? 10 1 11 con actividad catéptica, a poesar
de sus pH alealinos, no experimentan inactivacion. Son
casos de dificil sdfiterpretacidn. |

f~t s g i -—3—f—t=3 o3 ~3-ord et -~ b aos e vt i ditdon fmtmod g —to et e d e f—t =1 =T Pt ——4
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ACCIOR DE 10S EFECTORES

192.~ Influonocia del SHo

Ia metodica seguida fue la misma qnaAeu'exparienoias anteriores. las
variantes de cada wna de laa'aiguiépteé;:se indican en cads oaeo. Cuando
86 trabajé com pepaina._oristalizada, 1a goluoion fue hocha en el momento. -
Cuando se trabajé oon jugo géstrico, se hizo inmediato a su extraccion y
tras de desposserle del moco por oentrimgacion. D

E Lene! e

Condiciones experimentaless

‘ ' ‘=3¢ hizo paéar wa corriente de SH, & traves del jugo
gdatrico, durante 20 minutos inveStigando seguidamente
su poder catéptico frente a los correspondientes tegtigos.
-gg ezgtggn axclusigﬁmente Jugos de pH ciggg.
-30 © sn jugos A0 syunas y jugos segregados por 6s=
timulos de gggmina Yy oafeina. -

Resultados:

~ Cuadro IX

- Miligramos de tirosina

Jugo tras
1la accion % de pH inicial
Experiencia Testigo de SHo _ activsmolion _del juxo ! Condiclones

16 0,390 - 0,639 63 1,5 Jugo de ayunas
23 0,260 0,340 - 30 1,5 " n
25 . 0,216 0,260 20 2,1 " "
25 0,188 0,180 0 2,0 " tras histamina
26 0,282 0,328 12 1,9 " de ayunas
26 0,292 0,328 12 1,35 " ¢ras histamina
44 0,752 1,650 110 2,05 " de ayunas
44 0,604 1,450 140 2,2 " tras oafeina

Conclusiones:

12,- En todos los casos se encontrd una franca activacion.
28,~ Ia intensidad de la accion fue casi igual on la mayo-
ria de los casos, tanto en los jugos de ayunas como

en los segregados mediante estimulos



38,- F1 distinto grado de activacion en Jjugos diferentes, indie

ca la presencia de'algun factor desconoclido presente en

el Jugo.

sguEeosns P =-—~""'~=—~"_"'=4-”-=~=—'.."' SITRERTTIIRETINLT C BEEmootmoTast o

20,w Infl'enci del ¢
Experiencis n@ 10.

Condiciones experimentalesz

=S50 -emplearon cantidades de 0,05vy 0,15 cc de
sol. ¥/10 de CNK,
~Como fuente enzimética se empleo Jugo de syunas
de pH 501!10.
«Tiompo de exposicion, 30 minutos.
-E1l Tubo J, contiene Jjugo gastrico tratado por CHK.
«El Tubo E, es el testigd de edestina el cual se ex-
ne tambien 30 mimutos & la accion del CHK.
~51 Tubo SC es del sistema completo con igusl expo=
sicion al efector.
-E1l Tubo T es el testigo do jugo sin exposicion.

Resultadoss
Cuadro X

Tubo Unidades de catepsina Porcentalie do inactivacion

T o & s o 3,2 s ® 5 5 & ¢ &

J a [ [ ] [ 3 ® 1’6 L ] L 3 f 3 [ ] * [ ] * L d 50

E o oeneooe 28 40 necos oo 12

Sc [ ] * L ] . * 2,8 ® [ ] [ 2 L J E 3 ® > ® 12
Conclusion:

Queda demostrado el poder inactivador del CHK, cobre
la enzima, no obstante su accion sobre las demas partes

del sistoma,

e e T e R S e T L O L T s A I ST ST T S S S T s o et et




Exporiencia 118.

Tomamos esta experiepgia entre un grupo de ollas con
resultados analogos o parecidos.

En ellas tratamos de demoatrarlel poder inactivador
del CRK sobre_nna golupioh defpepéina cristalizada.

Condiciones experimentalesi

-Lasg hiamaa que on’ experiancias'anteriorea.
=30 emplean soluciones de CHNK de dilucion oreciente
tomando en cada caeo 0,1 0.

Resultados:
Cundbo XI
Sistema , | Miligramos de tirosina

Sin m.-........l'...'.““ 0'118
Con CONK 801e M eeescccacces 0,0

" " sol. M/J.O ececcncss 0,0

" " 80l. M/lOO sessncss ‘ ligero color, indosificable.
" " 50le M/1.000 seceas 0,119

Conclusions

Se observa una inactivaclion total de la enzima
frente a las diluciones M y M/10; parcial, para
la dilucion M/lOO y nula para diluciones superio-

Iro8e

s v v v
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i

T A R S e P S R T AR S IR IR eI R SR

i



Experiencia n® 12,

'Se repite la experiencia anterior empleando jugo
gastrico en lugar de pepsina oristalizada.

Resultados:
Cuadro XII
Sistenma S . Miligramos de tirosina

Sin ONK ...‘...’...."..'........ | . 0'408
Con CNK sol. M ooo;oo.’oooooono | 0’000
» " 901. M/lo esesesesccse 0,000
" " 8010 M/loo S0000s00rse 01380
" " sol. M/IQOOO seconsses 01380
" ’"A 8019 M/l0.000 ssesenee 0,408
" " 50l. M/100.000 escesse 0,408
" " 801‘ M/l.ooo.ooo [ X R Y] 0’408

Conclusions

Ia inasctivacion os completa a concentraciones
M y M/10 ; despreciable, entre concentraciones
/100 y M/1.000 y nula en diluciones superiores.

I
|

(i




Experiencia n? 13.

Como complemento do las experienciams anteriores, se
moentd 1la siguiente para estudiax el efecto de la Sol. de CNK a concentra-
clones intermedias entre M/10 y M/100. Enzimas pepsina cristalizada.

Resultados:
Sidtema Miiigramoe de tirosina
Sin CRK ooooooooo.ooo.'o . 0’420
Con CRK sol. M/lo eee 0,000
n T shl. M/20 Y O,m _
R g//so ves 03200
" " sol.. 40 o0 0)325
" " B0l. M/SO YY) 09389
" d . 80, WGO ase . 0’421
" " sol. O oes 0,421
" " 850l. eon. 0,421 -
. " sol. M/90 sse 0,421

tirosina

Fig.' 80

Conclusions

La actividad enzimatica se anula a concentracion M/10 y

s6 reoupera rapidamonte en concentracion proxima a /50,

= et s o




E on no

En otra serie do ensayos, modificamos las condiciones

experimentales, tratando previamente la pepsina cristalizada en sulucion,
a concentracion habitual, con diluciones orecientes de la solucion §/10

de CNK.

Condiciones experimenxalee:

Tampon';&s;.....»

Sol. edesting ...

- S0l. pepsing ecees

Sol. CHK seeennse

~Pepaina 4 CNK a disoluoiones crecientes.,
mpo de exposicion: 10 minutos
-3¢ adiciona despues el tampon y la edestina

5 00

1,5 oo
0, 1 co
o 1 co

Resultados: Los teatigea fubron indosificables.

Cuadro XIV
Diluciones de la
Sol. M/10 de CNK Miligramos de tirosina
(X E R EN ENNNENWNZY ] 0 o
]-/5 [ EXE N R RN N NY N ] o:o
1/10 I N I N B NN REY X 0’
1/50 Y EXXXXXX: ™ 0 O
1/100 S0 eoesoven 0 0
1/500 seeasccoss o,o
2800600000 0'0
1/54000 sscccees 0,0
~ Sin tratar con CNK 10,428

Conclusion:

Ia ingotivacion de la pepsina cristalizada es completa
a todas las diluciones de CNK.

Eod=t o e
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Exporiencia n? 15.

Se repita la'anterior_experiencia empleando jugo

géstrico en voz de pepsina criatalizéda.
Resultadoss
' Cuédfo v
Diluciones Cantidad do jugo - M4ligremos de tirosina

1 [ X A NN R K X ]

0s1 00 (testigo)iseeessense 0,398

1/50 eeees 0,002 co Tratado con CNK. . Color mfnimo. Indosifiosble.
1/75 sesee 0,005 06 " - " - idem 1dem
1/100 sese 0,001 00 " " 0,112

1/200 4ass 0,0005 cc " o 0,114

1/300 ..es 0,00033 cc " " Color mfnimo. Indosificable.
1/400 eeee 0,00025 cc " " 1dem idem
1/500 sese 0,0002 co °® " 1dem ‘1dem

Conclusions

LRI

Ia inhibicion es aqui tambien muy maniflesta. Se
dbaerva, sin embargo, una cierta tendencia a recobrar
la actividad enzimatica en las disoluciones de Jugo
entre 1/100 y 1/200. °
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Experiencig n? 16.
Afte la poaibilidad de una influencia do tem
ratura en el grado de 1naot1vaoion producido por el CHK, se
estudid esta accién sodbre jugos a temperatura ambiente y a
602, En esta exrerienoia englabamos los datos de otra para
investigar si, a ésﬁe'réspecto,-habia difbrenoia, entre los -
jugos do ayunas y los sogregados bajo estimnlo do histemina.

Resultadoss
Cuadro XVI
X Jugo |
Exporiocncia procedente
o de*ayunas (A). Temperaturs % do inactivacion
nt Jugo tras o : «
_higt ¢!
28 A ' 60 grados | 35,7
' T. smbiente 20,0
H - 60 g‘ados 12'5
- To ambiente 12,5
29 A 60 grados 100,0
T. ambiente - 51,0
H 60 grados 100,0
‘ T. ambiente 55,0
‘Conclgg;gneg:

18.- Tl grado de inmctivacion dsl CNK sumenta con
la temperatura. Fn slgun caso la inactivacion
1lega al 100 %,

28, Dentro de enta afirmacion ol comportamionto

cuasntitativo do ambos Jugos fue distinto.
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Egggrienoga Y

Se repite-lavexperiencia anterior con tiempos de ex-
posicion distintos. |

Condiociones axperimentaleez

-Jugo de syunas de pH = 4.5
-Exposioion a 60R

~Tiemposs 5', 13°', 25¢, 37¢.
Testigos a temperamura ambiente,
~Testigo sin CRK- -

«Cantidad de jugp empleadas O, 5 ¢c

Resultadoss
Cuadro XVII
Tiompos a 6092 Miligramos de tirosina % de inactivacion
59 _ . 04124 13
13 0,116 13
25° . 0,124 | 73
37 : ‘ 9,132 13
T. amblente - 0,145 71
T. ambiente . sin CNK 0512
Conclugion:

Ia influencia del tiempo de exposicion a la tem-
peratura de 608 con un Jugo de ayunas , fue prac-
ticamente nula.

i

R S T T R eI I I e IR oETs < mIITRaR




- 54 -
Exporioncia n? 18. |
| ‘ Para tratar de explicarnos el diferente grado de inac-
tivacion del jugo, hemos @nside'rado la influencla que pudiera
toner ol pH de ayunas y tras el est:[mulp.

 Cupdro XVIIT
' _ — o % de
Caso n? pH 1nic§.a1 . gugo pmodente de ivactivacién
%% %Egs Tras oe’;iﬁﬁron?geaémmo de Boés %22
2; , i;%g - Tras eat% higtamina 1 0(3)
o8- 3:(8) Tras estimAxlo de histamina lgg |
2; g:g v Tras_estimg§§:§§ histamina %%,5
gg, 2,2 , Tras estmg h;stamina ")2
13 g:«t : Ayunes 0
12 ;ng Tras estimulc dg alcohol _ 108
3; | 11!-': 2 - Tras estir 2 mc;ngg alcohol 128
35 4,8 _ Ayunas ‘ 69
32 %zg - Tras estimulo de cafeina g%
3; 5;8 ?ma estimlgo de cafeina : gf;
33 %zg Tras estm}{?% cafoina gg
" 2,5 - Tras estimu{?ge cafoina 78
::;l iz% Tras ostimilo 4o cafeina gg
i 243 Tras estimﬁggngg cafeinn 10
43 %;% T?as eatimﬁggngg histamina %g
4& 2:55 Tras estimﬁ{gngg cafeina 28
CE ¥ pricerd 1%
Conclusionoss

18,-~ Ia inactiwvacion del Jugo por CNK es nuls cunndo
ge trata de Jugos alcalinos.
28,~ I'n jugos dcidos la inactivacicn suele sor frencss

excepciones: los casos 43 y 4%.
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Con el fin de ensayar la posible influencia del CNK
en previa oxposicion a distintos pH, montamos la siguiente
experiencia, '

Condiciones experimehtélééa

- =Englmas 1,5 ce de Jugo.
 =Clenuro: 63coae1aso1.m/1o

~Tampons 2 3

-pH H 1’8 9 3 3 6'6

~Tiempo de expoaioionz 30¢

~Posteriormente, para la prueba hidrolitica

se tomé 1,4 co
~30 prepararon los corrasp@ndientes tostigos.
-&a tecnica analitica fue la habitual.

Resuitadaa:
- Cuadro XiX.
Tubo Miligremos de tirosina
Tuabo testigo - 0,580
Tubo pH = 1,8 04560
Tubo pH = 3, 0,540
Tubo DH = 6,6 0,512
Conclusionags

18, El tamponamiento previo, impide practicamente
la inactivacion, tanto mas, cuanto mas £cido
as el pHe.

28,-~ Como en experiorcias anteriores, pucde SOBpO-
charse la presencia de posibles efectores ebtre

- 1os restantes componentes normakRes del jJugo
glstrico.
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Condiciones experimen#alea°

PRESENCIA EN EL JUGO GASTRICO DE UN INACTIVADOR NATURAL

-ggpperatura ae ‘ecalefaccions 459
~Tiem
-50.e edeetina al 1%, lco
~501l, pepsina 0,42 %, 1 cc
-La inactivecion 86 hsce por cbullicion

81stg@ge Teat@ggg

Tubo TP

Togt do Porsinn

pon 5 cc

Sol. {epsina 0,1 cc

Tegt
Tampon 5 cc

Jugo activo 0,1 oo

Agua 1 co

Sistemas Probandog

‘Tubo SP

Qubo TJA

nrolongada.

act

Slatema peopsing

,Tampon 5 ce

S0l. pepsina O 1 cc

Sol. edostina

Tubo SJAP
activo mas

Tampon 5 co

J activo 0,1 cc

Sol. pepsina

0,1 cc

Sol. edestina 1 co

Tubo IB
Tegtigo dec Ede

Tampon 5 ¢cc
1l ce
Sol. eéestina Oyl cc

Tubo TJT
Testi o

Tampon 5 co
Jugo inactivo 0,1 oc
Agua 1 cc

Tubo SJA
Sistema jugo activo
Tempon 5 cc¢

J activo 0,1 ce
Sol, edestina 1 cc

Tubo SJIP
inact

Tampon 5 c¢c

Jugo inactivo 0,1 co

Sol. popeina O
Sol. edestina 1 cc



Resultadoss

Cuadro -

Las hidrolisis se expresan en mgrs. de tirosina

Caso n? SP SIA  8JAP ' 8JIP Observaeciones
49 0,233 0,374 0,362 0,219 Normal
50 0,198 0,384 0,309 0,111 Normal
51 0,099 0,189 0,162 0,078 Gastritis
52 0,189 0,276 0,267 0,186 Gastritis
53 0,170 10,378 0,176 0,162 Ulcus
CQnolus;oneéz"

18,~ Al conjuntar smbas acciones enzimfticas no se ad-
vierte la sunacion de efectos, antes al contrario,

 hay una hidroligis inferior a la que se observa

cuando asctia ol Jugo solo sobre el substrato.
28,- Se pone de menifiesto que on el jugo hay un factor
capaz de Trenar la hidrolisis, sobro todo, cuando
euta o8 may ejovada.
38,~ Ia accion inhibidora del Jugo inactivado por obu-

1licion, se aprecis siemprs salvo en un caso que
fue indiferente. En el caso n? 50, en cembio, fue

muy intensa.

42.,- Parece confirmarse la preosencia de un inactivador

en el jugo gdstrico y que oscte es de naturaleza

tormoestablo.
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Para analizar con mas preclsion las conclusiones
de la experienoia anterior, montamos otra para estudiar la influencia
de tidad oconstante do _activo sobre la accion hidrolitica

do centidades orecientes de pepaina oristelizada.

Condicionos experinﬁeﬁtalem

=Log tubos P—l, Pl B-3 Pad  contienon respectiva-
ments 0,1 , 6,3 y 0 4 do de solucion d¢ pep=-
gina mas t gon y substreto.

=508 dubos P=l mas Jngo P=2 mas jugo, P=3 mas Jugo
¥ P-4 mas Jugo tisnen ol mismo sistema enterior
. al cual se le ﬁa afladido 0,1 cc de Jugo activo.
Resultedos:
Tubo Mgre. do tirosina. ¢  Tubo  Mgre, do tirosina
' !
- : 1 Jugo solo 0,560
Pl 0, 580 ! P=l 4 jJugd 0, 632
P=2 ,732~ ! Pe2 4 jJugo '8(
P=3 0,828 ! P=3 & Jugo 00
P=4 0,856 : P=d 4 Jugo O 833
mgrs . de
tirosing
o
28
o7
a6
W a7 s 24

QC DE LA SOL. DE PEPSINA

Fig. 9.



Conclusionoss

1%.~ Una voz mas so comprusba la falta de sumacion
de ofoctos énéiméticos. no obstante habor uma
_hniarolisis mayor.
28,~ La curva parabélica correspendiente al eistema
pepeina + Jugo, es mes inclinada que la del
sistema popeina.
38,- AL aumentér;la'captidad'de pepsina dentro del
sistema:pépaina 4 jugo, dlsmimuye la hidroli-
- gis llegando & sor inferior gque cuando actua
la pepoina mola, probandoge asi la prosencia
del~inae§;ggdor. '

S e L O T A Y S I S T T T S S A AP T St e ey s, p— o to gt temg s bttt et~ et A

Experiencia ne 22,

Para confirmar les conclusiones anteriores se nmone
t6 otro tipo de experiencis en 1las condiciones que & con-
tinuscion se indican.

Condiciones oxperimentaless

~S¢ preporan sistemas con cantidades constantes
de pepsire. (0,1 cc de la solucion habitual).

-5 efiade ocantidades prograsivas de jugo gastri-
co ol cunl @@ ha inectivado mediante una edulli-
oion longada.

‘=30 ded en Hodoeg loe cngos el valor de los
corrogpondiontons tostigos.

-La expresion "JI" ueade en ol siguiente cuadro
de velores, significa "jugo inactivado” y la
cifras que le sigmon (por ojomplo: JI=2) indi-
can de de centimetro ico afiadidas en
cada ¢caso,

Rosultadons
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Cuadro XXII
‘ Sistomz digestivo 4 de Procedencia
Exp.,_n? _constituido por ggg_&__u_ggggg;gg inactivacion __ del juso
56 PopsAna (sola) 0,364 —-— Ulcus duodenal
P mas JI-1 0,280 24 .
" P mas JI-2 0,240 | 32
" P mag JIe3 . 0,234 . 37
" P mas JI-4 » 0,224 20
59 Psola = 0,500 ° == Ulcus duodenal
n P mas JI=1 0,450 10
" P mag JI-2. 0,365 ~ 27
" P mas JI=3 0,310 - 38
o P mags JI-4 0,285 - 43
63 P sola 0,525 ' - Ulcus duodenal
P P mag JI-l 0,473 10
" P map JI=2 0y 390 26
n ‘P mas JI=3 : - G341 ' 35
" P mas JI=4 . 0,310 : 40
65 P sola | 0,440 = e Ulous gfstrioco
° P mas JI-) © 04390 11
n P mas JIw2 ' 0,305 31
" P mas JI=3 04250 43
" P mas JI=} 0,225 : 49
58 P sola L . 0e42 — Cancer géstrico
" P mas JI=l 0:403 4 &
" P mas JIe2 0,360 15
" P mag JIw3 0,340 . 20
0 P mas JIed 0,324 24 |
66 P sola 0,450 — Cancor géstrico
» P mas Jl-l 0,444 1
" P mag JI~2 0,386 14
" P mas JI-3 0,260 - 18
" P mas JI-4 0,350 22
Conolusioneg:

18,~ F1 grado do. proteolisis producids por la pepsina
sobro edestina a pi = 3,3, diemimiye al efiadir al
sistema jugo gdstrico inactivado.

39,~ Tal inaotivacion svmento con la cantidad de Juge
ariadido.

38,~ La cantided de inactivndor contenido en los distin-
tos Jugos es variable.

(los abstonomos o sacar lan conclusiones do carac-—

tor clinico que do esta esperioncia se deducen.)

= g p=—g =g A TESSRT n < % g ot A = ==




CONCLUSIONES FINALES

18.- Se eetahieca una techica'qriginal para la valoracion de la
catopsina del jugo gdstrico con la cual hacemos todas
nuestras oxperiencias. '

28, Dofinimos muestra UNIDAD DE CATEPSINA como la_cantidad de

engima que libora un miligramo de tirosina do un subse
Irato de edestina, temponado & pH = 3,3 en las condi-
gionog de la exporiencia.

38.~ Se fijan como valores normales de cetepsine loe sigulentes:
2,26 UNIDADES, para jugos con pH entre 1,5 y 3,8
1;60 UNIDADES, para jugos con pH entre 4,6 y 6,9
0,57 ENIbADES, para jﬁgos con pH entre 7,3 y 8,55

48,~ Se estudia la cindtica de 1a catepsina a travas de
8).= Influencia de la temperatura.
b)e= Influencia del tiempo de cgliefacoidn.
¢)e= Influencia de la concsntracidn do la enzima.
d)e= Influencia de la concentracion del subgtrato.
8)s~ Influoncis dol pH.

58,~ So precisa a travds de las curvas de asccilon en funcion el
pH, un mdximo pars la pepeina a pl = 2,2 3 un méximo
para la catepsina a pH = 3,3 y una depresion entre ambas
actividades con un punto mfnimo a pH = 2,8,



68.~ Dado que ¢l procesc digestivo‘de los péptides discurre mas
tiempo en zonas de pﬂlsﬁperior a 2,2 , deducimos el pa-
pol propondorante de la sogunda proteasa gdstrica (ce-
tepsine).réepecto a la‘pepsina, Esta actuaria en la 1=
tima faso de‘ig'préteoliéis, |

78.~ Se estudia el poder inhibidor de la alealinizacién resultan-
do sor irreversible. Is total a pH = 3,0. La sensibili=-

ded de ambas proteasan a este rvospecto, os gndloga.

88,- Se compruebs ol poder sotivedor del SH, tanto en 1os jugos
do ayunas como en los segrogados mediante estfmulos,

98.~ No o ha comprobado ei poder activador del ciamuro potdeico
sino un efecto opueste de 1nactivacion, por lo cual,
no podemos concoptuar a la snzimn como wna catovsina

yordadora; mas bien, como la "semndg proteasa gdéstrica”.

108.~ El1 poder inactivante del CHNX es mdximo para concentraciones
% y /10, diomimayendo con las sucesivas diluciones
nasta deseyarzeer a 14/100.

11l8.- Ia accion del CNK es conmstants para la pepsina cristalizada,

en cambic varia de unos jugos géstricos a otros.

128,«~ Se comprucba la accion inhibidora del juzo glotrico activo
¥y del jugo inactivado por la ebullicion, sobre la proto-
olisis doterminada vor la pepsine cristalizeds, 1o que

revela la prosencia de un finhibidor termoestable entre

lop rostantos componentos dol juso sdstrico.

1l
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