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Lixcme, Sr, Presidente,
Muy Tlustres Sres. Académicos

Sefinras v Sefiores

Constituye para mi un gran honor la decision jque habéls tomudo de invi-
tarme a formar parte de esta Real Academia de Farmacia como académica
rumerario. Considero que suv objeto de una especial distincién inmerecida,
crya notificacion me produjo gran sorpresa. singularmente al tomar en cuenta
fue no poseo ningan titulo oficial otorgado por la Facultad de Farmacia.
Posteriormente he aprendido que lo que se me cfrece es ocupar un pruesto
anico que, segin el articnlo 2. de los Estatutos de la Academizn, tenéis reser-

vado para un Dector o Licenciado en Clencias Quinticas, Podéis creerme

que estoy invadido por la preocupacion v por el sentidy de la responsabilidad,
pues no s¢ si acertaré a cumplir debidamente con ¢l cometido que se me
asigne,

LEs verdad que siempre he profesado a las Ciencias Farmacéuticas una
especial devocion, y que constantemente me he sentido atraido por ¢l estudio
¥ lainvestigacion de nvevos farmacos v agentes terapéuticos, asi como por
su fabricacion en Ta escala ]l1(1]b])€|1%‘ﬂ)]t‘ para hacerlus econdmicamente ase-
quibles al pablico doliente. Me es muy grato poder manilestar que desde el
ang 1032 hasta nuestros dias, he venido prestendo mi colaboraciom inin-
terrumpida a ln Industria Farmacéuticn espanola, bien como Director Téenico
comey Jefe de Investigacion, como Colabirador Cientifico o como Quimico
Consejero. Y [ruto de mis esfuierzos, son varios trabajos originales publi-
cades en revistas especializadas, asi como el desarrollo de distintas técnicas
de fabricaciéon que actualmente vienen utilizindose en lu preparacion de
divers:s productos farmacéuticos.

Os ruego sepais perdenar la inmodestia de haherme permitido aludir a
una pequedia lahor realizada, v espero comprendais que si Jo he hecho es.
selamente, para tratar de anmimarme a creer que, tal vez, con mi devoto
esfuerzo y sincera dedicacion, pueda atreverme e intentar hacerme digno de
la confianza que en mi habéis depositado.



Sefiores Académicos :

Crs agradezen pr fundamente el acuerde de clegirme académico numera-
o de esta Real Academia de Farmacia de Barcelona, que tomasteis en el
Plenc del dia 2g de diciembre de 1901 ; 0s prometo solemnemente gue haré
tode Io posible para corr E‘bl]Ol'l(]L‘ a desigriacion, para mi, tan lisonjera, cun-
tribuyendo con el maximo interés a cumplir fielmente (o3 cometidos y hrali-
dades de [a Academia, y dediciudome cun ghinco a la Jabor de ivestigacion
v de estutlio de las Ciencias Farmacéuticas.

Durante largo tiempo he estado perplejo ante la idea de tener que selec-
cionar un tema apropiado para desarrollar cen este Discarso de Ingreso en
la Academizn. Mi duda se concretd recientemente en un claro dilema: o tratar
de un tema de actualidad, de interés y trascendencia clentifica reconocidas,
escogidn entre los muchus que ofrece el constante progreso de la Quimica
Farmacéutica, o prescindir del interés general y renunciar a la amenidad,
canibio de ofrecer el fruto de mi esfuerzo 111\t‘.t.t|gadm durante los u]tl-
mos anos,

Mi decision por hacer lo segundo csth mas de acuerdo cnn nis intimos
convencimientos v crew que con mi personal idiosincrasia, mis debo presen-
tar mis excusas por utilizar la feliz circunstancia de tener que redactar este
Discursn v aprovecharla para exponer, en forma resumida, los resultados
mas sobresalientes de mis trabajos experimentales, recientemente realizades
con Ta colaborzeidn ¢ficay prestada por un grupo de jovenes bioguinncos.

Si observais en sy contenido las imperfecciones de que adolecen las cosas
interminadas, os pido sepais disculparlas en atencion a que mis actuales
desvelos tienden a proseguir en la tarea comenzada, con lu esperanza de
poder llegar a conclusiones mejor perfiladas.

TRIPSINA Y «#-QUIMOTRIPSINA:

ACCIONES ESTERASICAS Y DESMOLASICAS,
E INHIBICIONES DE LAS PROTEOLITICAS

Consideraciones previas,

Yl atractivo que ofrece ¢l estudio Je las diversas accicoes cataliticas indy-
cidas por los dos enzimas pancredticos, la tripsina v li %-quimotripsina,
sobre distintos substratos, se pone de relieve al observar [ creciente aplica-
cion terapéutica que encuentran anibos, v la influencia ejercida, en general,
por las proteasas sobre los fendmenos nipicos de la inflamacion histica,

Las cemplicadas biorreacciones que tienen lugar en los tejidos de los
seres vivos v que, conjuntamente, constituyen su metabolismo imtermediario,
estan regidos por maltiples sistemas aperantes en maravillosa coordinacion,
1a cval, 5i expermienta alguna alteracion, prevoca acusados trastornes y efec-
tos morhosos,

Laos enzimas se hallan en los ¢itoplasmas en estados de actividad condi-
clorada, en gran parte. por encontrarse en sus formas inactivas zimogenas, y
también porque la presencia de variables cantidades de coenzimas, de acti-
vadores v de inhibidores, modifica cuantitativamente sus efectos cataliticos.

Parece razonable admitiv que los buenos resultados terapéuticos que se
consiguen con la administracion, de los mencionados enzimas proteoliticos,
por un lado, o la de diversos farmacos inhibidores de sus especificas acciones
hidroliticas, por otro, se deban a que con su incorpuracion exogena al ser
vivo, se contribuya a restablecer ciertos desequilibri s caracteristicos de los
estados patogenos.

Nuestras investigaciones sobre las acciones esterasicas v desmoldsicas de
Ia tripsing y de la #-quimotripsing, asi como las de sus inlithiciones proteo-
liticas por parte de algunos farmaces antiflogisticos de reconocida utilidad
médica, se iniciaron, hace algunos afics, y se prosiguen en Ja actualidad,
con el intento de aportar alguna contribucion al conocimiento de los meca-
nismos por los que se ejercen los heneficiosas efectos curativos de los
menciviados enzimas, asi como los de algunos de sus agentes inhihidores.
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Aplicaciones terapiuticas de ambos cnsimas.

Los usos clinicos de que son actuahnente objeto la tripsina v la %-quinic-
tripsing se deben, principalmente, a sus capacidades tromboliticas v anti-
inflamaterias, a sus actividades fAlrinoliticas v a las catalizadoras de las
hidrdlisis de otras proteinas, mas o menes desnaturalizadas, presentes en
los tejides lesionados o enfernios,

[.a Bibliografia sobre sus diversas acciones terapéuticas es muy extensa
¥ profusa, pero agui nos limitaremos a citar cuatre publicaciones que, de
modo resmido, pormiten adguirir algunas ideas crientadas sobre la ere-
ciente aplicacidn médica que se hace de los enzimas proteoliticos :

Greexgrrg & Harrer, Eozviwes i Health and Discase, Cliap. 12, p. 212,
Historical Review of Clinical Use of Enzymes, Thomas, Springfield,
(1000).

Varoecasas & P Muser, L'alpha-chymotrypsine en therapeutique, Me-
dicine et Higiéne, 78, 821, {1460).

J. 1 D, Role therapeutique des enzymes protéslytiques, Medicine et Fli-
giéne, 18, 5337, (1060).

Sareky & Frerciek, Clinical Pharmacology & Therapewtics, Washing-
tm, 1, 202, (1960},

La tripsina pura cristalizada y lisflizada, en forma de polve o de po-
mada, se utiliza como agente de desbridamicnts de lesiones externas, dehilo
a su accion hidrolitica sobre las preteinas, que se ejerce preferentemente
sobre Tas desnaturalizacdhs (Ghrina, gelatina, uetahemoglobina).  Se aplic
para lu limpicza de tejidos necrosados v acumulaciones protéicas, especicl-
minte de fikbrina v metahemoglobina, depesitada por diversas causas, en
tegumentos, cavidades nternas o en el sistema circulatorin, Tasee accion
antinflamatoria, s bretodo administrada en forma de inyeccion intramuscu-
lar, ¥ tambiin e manifiesta como teombolitica.

La 2-quimotripsing pura también se emplea para el deshridamiente de
lagas infectardas, aprovechando que posce un amplio espectro de actividad
Indrolitica s.hre las proteinas, igual o superior que ol de la tripsina, si hien
al actnar sobre uny misma proteina, desliga especificamente otres enlaces
péptidos que aquélla, s sabido, que la tripsina, al ejercer su accion =ohre
I macromolécula de wuna proteina o de un polipéptido, rempe precisamente
aquellos enlaces péptidos a los que contribuven ton sy carhaxilo log ami-
lfn;icidns ldsicos lisina v arginina; por otra parte, la o-quimotripsina des-
liga: cspecificamente 1 enlaces en frie intervienen, principalmente, los car-
Loxilos de Ios mmincacidos ar.maticos tircsing, fenilalanina v triptofano;
asi como los de Ia leucina v de la metionina,

Sus acciones filbrinolitica, antinflamatoria v antiedematosa, han. hallzdo
para T Z-quinotripsina numercsas aplicaciones clinicas. entre las que me-
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recen destacarse, ¢n Reumatoligia el tratamicento de la periartritis escapnil-
humeral, en (ftalmologia Ia practica de la denominada “zonulolisis enzi-
ndtica” (historn enzimatico} en cirugia de la catarata, asi como otras j-
versas utilizaciones interesantes en Otorinularingologin v Ginecol.gia,

La inflomacion histica,

EI mecanismo reaccivnal productor de Ta mflamacion v del edema en los
tejidos es, actunlmente, descovnocido,  Se admite generalﬁwntt (ue se trata
de una alteracion cuantitativa de las proteolisis normales provocadas, prin-
cipalmente, par Ia plasntina v por la tromboplasting : pero entre las diversas
tuterpretaciones que se han dade se acusan marcadns diferencias, sino ¢on-
tradiceiones,

Pur un lado Uxcar (1952) suginid que se trataba de una proteolisis
(fAlrinolisisy exacerbada, que conducia a Ia liberacion de peéptidos inflama-
torios, afrmando que la inflamacion histica puede combatirse: 1) biogquean-
do laeonversion del plasmindgeno en plasmina. y 2y inhibiend: la actividad
proteclitica de la plasnuina ; el efecto henehicioso consegmide con la adminis-
tracetdn de corticosteroides v de varios farmacos antiflogisticns (antirreuma-
ticos, antipiréticos, analgésives, ete)y 1o atribuye a su poder inhibidor de Ias
proteclists (activided antifibrinelitica). Segun ol autor citado, los produc-
1 de una lndrdlisis proteica exagerada {(concentraciones anornidmente
elevadas de péptidos v tal vez de histaminay serfan los respansables de la
inflamicion local v del edema.

Por otra parte. Ixxeericnn (19300, cliniea reconocido como el intro-
ductor de la terapéutica por los enzimas proteoliticos (Fnzimoterapia),
ante los heche s observados de que la administracion de tripsina (la #-quimo-
tripsing, se ha visto posteriormente que tumbién actua de miodo semejante)
reduce la inflamacion v el edema experimentales, asi comn los provocados
por traumas, quemacduras, gérmenes, virus g ofras causas, suglere que el
enzima administrade acelern ciertos fendmenos protealiticos marhosamente
retardados por la lesion, hidrolizando los grandes polipéptidos inflamato-
rins a ctros mas sencillos o a amincdcides, contribuyvendo asi a aumeotar
Ia permenbilidad de los tejidos v a redvcir las harreras proteicas vasculares.

Tal vez lns aparentemente dispares interpretaciones de estos dos autores
puedan armonizarse si se considera que, s péptidos liberados por una inere-
mentada accion fibrinolitica, que serian h.s responsables de la fenomenologia
tipica de la inflamacion v del edema, resultan completamente hidrrlizados
por la superior accion proteolitica del enzima administrado, la tripsina o la
¢ -(uimotripsina,

Mas recientemente MawrTix (1037} etribuve el proceso inflamaturio, en
parte, a una anermal deposicion de fibrina en los tejidos, con fr.rmacion (}e
larreras mecanicas en los espacios tisulares v alrededor de los vasos linfa-
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ticos y capilares sanguiveos, lo que disminuye la permeabilidad de sus pare-
des v provoea asi la formacién de edema v de los demis fenomenos tipicos
de la renccion inflamatoria. La administracion de un enzima proteolitico
prodeciria, segin el autor citado, la disolucion de la fibrina depositada y asi
contribuiria al restablecimiento de yna situacion normal.

sin embargo,e tltimamente Jaxesd (1061) ha aportado considerable evi-
dencia experimental en favor del papel importante que jucgan los sistemas
de 11 congulacian sanguinen, tromboplastina, trembina v plsmina o fibrino-
Lising. en e mecamismoe de produccion de la mflamacion local v el edema,
Seguy. este investigador, los fenomenos inflamatcrics son consecuencia de yn
anornral deposito de fibring, wonémero v discontiue, en las paredes interras
de lus capilares sangainecs (“tangistaxis™), el cual es el causants de una
mayor foriacion de grandes poros en la pared vascular, con los consiguien-
tes avmentos de su permeabilidad v extravasacion ; este sintoma es, segun el
aut’r, el mas caracteristico de la inflamaecion,

A pesar de Ta inseguridied gue caracteriza a Tas distintas interpretaciones
que se han intentado resunir, lo que parece fuera duda es que la inflamacion
histica esta intimamente relacionada con alteraciones de proteolisis (pudiera
estarlo tamlién con vartciones de actividades esterdsicas, amidasicas v des-
molasicasy, v todo ello pone de relieve el mterés que presenta el tratar de
aumentar nuestro incipiente conocimicnto de las distintas caracteristicas (e
actuacton, por un lado, de los enzimas tripsing y 2-quimatripsina, y por otro,
de los farmacos antiflogisticos que madifican sus actividades en el sentido
de inhibirlas.

Avceidn esterdsica de la %-quimotripsing,

Las acciones hidroliticas de enlaces péptidos catalizadas por la tripsina ¥
por la *-quimotripsina han sido estudiadas por numerosos imrestiq;td-;;rc:;,
ensavand:las tanto sobre verdaderas proteinas nativas v destataralizadas,
camo sobre péptidos naturales v sintéticos. ) |

‘ Entre las actividades extraprotesditicas de la 2-quimotripsing, la estera-
Sica es tan potente v caracteristica que, ¢l método analitico que para deter-
unnarla se acepta internacicnalniente se funda, precisamentte, en sy capacidad
d.e CEERI“Z,:[I‘ lns hidrélisis de los esteres etilicos de la tirosina y de la N-acetil-
tirosina (ScHwErr v TaKENAWA) {10355). )

De la actividad esterdsica de la @-quimotripsina se han ocupado moderna-
mente dos escuelas norteamericanas, la de NrpuratH en Ia Universidad de
Duke, North Carolina, v la de Nipvmaxy del Institeto de Tecnolugia de
Pasadena, California, aparte de otros investigadores,

‘ NEURATII (1030} despuds de consultar todos los datos experimentales pu-
blicados, postulé unos requerimientos estructurales gue debian cumplir los
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sustrates (esteres) para poder experimentar una profunda hidrolisis por la
accion catalitica de I #-quimotripsina ; :

7. Los sustratos, deben poscer wne o mas anillos aromiticos condensa-
dos. los cudles dehen estar ¢nlazados, como minino, por un grupo metileno,
al atomo de carhono ¢ con respecto al carbaxilo esterificado a hidrolizar;

2. como sustituvente ynido o dicho atomo de carbono % debe existir un
grupo polar capaz de formar enlaces e hidrogeno, siendo la L- su configu-
racién estérica preferente (el grupo polar puede estar constituido, sencilla-
mente, por dos atomos de hidrogeno)

3. el enlace hidrofizable puede ser el de un ester, amida, hidroxiamida,
glicilamida, glicil-glicilamida u otro enlace pépticlo, ete., ete.

R!
- l
{_—CH,~CH-CO-R

—0OCH; —OH
—0C,H; - NH,
R={ —NH; R'=({ —NH-CO—C;H,
] —NH—CH.—COOH —H
\ —NH—NH; etc,

Si hien es cierto que los sustratos escogidos y aceptados en el meétodo
analitico (antes citado) de determinacion de la %-quimotripsina, esto es. Jos
esteres etilicos de la tircsina v de la N-acetil-tirosina, cumplen con Jos pos-
tulades de NeuraTi. no lo es menos que, diversos investigadores han apor-
tado varios resultados experimentales que estan en abierta contradiceion con
ellos. Por ejemplo, Nikamax v Huaxe (1932) demaostraren que el hipurato
de metilo CiH:-CO-NH-CH,-CO-OCH, que no posee grupo bencilo alguno
unido al carbano , es uno de los sustratos preferentes de la accion este-
rasica de la @-quimiotripsina ; también NIEMMAN ¥ JEXNINGS (1953} compro-
baron que son excelentes sustratos substancias sin nticleo aromatico, con el
anillo hencésico completamente hidrogenado, como [a N -acetil-hexahidro-
fenil-alanijamida.

Nuestras investigaciones acerca de la accion esterasica de la %-quimotrip-
sina sobre algunos stbstratos sintéticos, Caror. y CALVET (1958). han acla-
rado que se ejerce eficazmente sohre fenilacetatos p-substituidos que no cum-
plen con el primer postulado de Nevkrard, esto es, carecen de grupo meti-
lénico entre el niicleo aromatico y el carbono @ respecto del carhoxilo, los



cuiles preden representarse conjuntamente medinte a siguiente {ormula
eneral;

K—{ -CH,-CO- OR

|—C —H
: —NH.
R='-C.H, R='_0H
TR —0OCH;
—NO,

Tomande come tipo de refereicia i accion indrolitica del enzima solre
el femilprepionato etlico  Necraty ), pudinos comprobar que la magnitul
del arayne del ester depende de cual sen la naturaleza del substituverte en
posicion Cpari” del nicleo aromitico. s caleres metilicos son n;z'm ficil-
mente hidrolizables que los etilicos v, entre eltos, el p-metoxifenilzcetatn (e
mwetilo constituve un substrato de Ia Z-uimotripsing tan excelente que los
porcentajes de hidrdlisis olscrvadcs son, incluso, supericres que lox del
propio fenilpr pionato, Por T aczion del enzima, mbiés resulta facihn: nte
]]i:lrn‘]'izzlhic ¢l penitrofenilwerato metilico, siéndolo en ey e el
p-armo- el p-hide xifenilacetatn.

los esteres metilics v etilico del acido amigdidico, que contienen tn
sthatituyvente no polar -OH en el carhono 7. 4 pesar de no terer aeupada o
pestzion para” del nicleo, son muy buenos substratos de la aciividaed este-
rasica de I 2-quimotripsing ;

< "=CHOH-CO-OR

 Los Nepirr [propionatos metilico voetilico s tambicn efcazmente hidro-
T1.I'f.:l:i't::a por el enzima, apesar de que en vez del nucles Leneénizo p.oseen ¢l
pirrolico, v das magritades de hidrolisis ohservadas son del misno orden
que las del propio fenil-propienato de etilo, Con elln se pone de mirniliests
que timpoe es imprescindible la existencia de un nicleo Lencénico pari que
el sulstrito sea sensible a Ta accion catalitien del ettzint

_ . N=CH,—CH.-CO-0nR

Elester metilico del acido fenacetirico CiHs ~ CH, CONHCH.CO—OCH,
e If]_l]]];ién Facilmente hidrolizable por Ia Y-t uimotripsing, )

'Irfi_a,-; s dleterminaciones de actividad esterdsica se practicaror midiendo
1 'fr.l.‘il'rl'lflllt‘lltr}ﬂ de congentracion de los substratos en funcion del tiempo:; la
\';1:1)1’:}(_‘1011’:& las cantidades de esteres no Lidrolizados se establecio mediante
fo mier:téenica colorimétrion de FrioL adaptada a la Enzinologia por
Hisrriy ¢ te4o), Bucual estd hasada en la formiacion de deidos hidrox-{unicos,_

I

por reaceion de los esteres con vn exceso de hidrexilamina, reaccion que, en
medio aleudino fuerte, transcurre a gran velocidad Vocuaniativignetite,

R-CO-OR' 4+ H,NOH ———— R-CO-{(NIiOH) 4+ R-OFH
fAcido hidroxamico;

Los acidos hidrexdmicos formados producen, en medis dcido, una eclora-
ciin rojo vinosa, por la adicion de cloruro érrico, que se atribuyve a la for-
macion de complejos férricos

N
R—CO—(XHOH) + Fet™ 5 p_” N Vg
|

|
0O . Fe:ls

L: que permite su deterninacion fot.colorimétrica. L1 método pruduce exce-
lentes resultados v esti exento de interferencias, por lo meros, en las condi-
ciones utilizadas por nosotros,

Las digestiomes quimotripticas se Mevaren a enbo en tampon {fostato M /1y
de pH Lo, utilizando un medin acaos. o hidrometandiico, seyim la solubili-
dad de los esteres ensavados, v operincto a0 377 0 2537 Cl respectivamente ; las
concentraciones de substrato {eron vavialides de 2.5 a 125 X 102 AL las
de enzima, generalmente, de 3o a0 230 /¢ e v os tiempos de incubacion
cseilairon entre 2 v & horas, prolongandose hisia 2y horas en algunes ¢asos.

El estublecimienty de los tintos por ciento de hidvolisis se hizo ytilizando
curvas patrom preconsiruidas representando, cantidades crecientes de cada
uno de los substratos frente a las extinclones leidas en un fu tocaorimetro, de
Ins coloracivnes desarrolladas por los complejos férricohidr: xdmicos res-
pectivos,

Citarewsos vomo ejemplo lax curvas de actividad ehtenidas en Ia hidrolisis
del p-metoxifenilacerato metilicn, utilizando €1 sustrate a la erneentracion de
2,5 X 103 Al las concentraci: nes enzimaticas que se indican en el eje dfe
abcisas y prolongands las digesticnes dursnte 3, 6 v 8 lioras. Véase Gri-
fica L.

Aetizidud esterdsica debil de o tripsina,

Ia tripsina, (ue exhibe alguna accion esterasica sohre tlct(rrmin:}dm sths-
tratos, por ejemplo, el hipursto de metilo Niryaxy & [exxines (10953), 10
muestra peseer capacidad hidrolitica alguna cuando se ensaya frente a los
esteres sintéticos anteriormerte mencionados (coutraste con la S-quimo-
tripsina).

e
o



Grafice I
Accidn de /o o Guimo zlr//'osino sobre
o] & /oa/‘f efoxifenliocetolo de mhe)‘z'/o .
ah

51

X ok hidho

3 k] 1 "
e S0 foo P P 250

7/°¢ ole enzimo

dcciones desmoldsicas de la %-guimotripsine ¥ de la tripsina.

Ademias de sus actividades proteoliticas ¥ esterfisicas, la ¢-quimotripsina
posee la capacidad de catalizar la rotura de enlaces C-C en detvermina(l{i-s
substratos sobre los que se ha ensayado, aungue para ellp es preciso experi-
mentar con concentraciones enzimaticas muy superiores, del orden de unas
100 vECes mas.

T.a primera observacion de hidrdlisis enzimatica de en]ace.s carbono-
carliono fue publicada por DOHERTY & Tuomas {1034) ¥ seguida por un
estudio mas detallado del primer autor (1935), en ¢l que s¢ investigd la
accion ejercida por la «-quimotripsina sobre el 5-(p—hidroxifeni})—}oxo—va]e—
rianato de etilo v sobre el acido libre correspondiente: la accion causaba la
rotura de los enlaces CO-CH, de las respectivas cadenas laterales, con libe-
racion de Acido p-hidroxifeniipropionico, conw producto principal de 13
hidrolisis.

\L HOC&H;CH::CHQCOOH
H-¢ —CH;CH,CO - CH.COOCH; = | t
S CHsCOQC:Hs
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Domerty & Suarvira {1056) extendieron a la tripsina i observacion de
su capacidad desmoldsicn, al comprobar que actuaba eficazmente sobre el
K-amine-3-oxo-cotanodo de etilo, en el que provoca Ia retura del enlace entre
los carhonos 2 v 3 de su cadena: los tres substratos mencionados cumplen
con los requerimientos estructurales pustuladns por Necravi en la accion
csterdsica, a lo que v nos hemos referido anteriormente,

Dada o importancit fisiologica y terapéutica de ambos enzimas pancred-
ticos. nosotros hemos investivado sus respectivats acciones desmolasicas sabre
diverses substratos sintéticos, cuvos resultados han =ido objeto de publica-
ciones por Roger & Cavet (1900 v 1061

La #-quimotripsina hemos comprobado qre actia enérgicamente sobre el
3-{praminefenili- 3-oxo-valeriimato de etilo, substrato que también refine las
exigencias estructurales propuestas por Nevratir: lu acads se mamifiesta
por ta roturi del enlace C-C que liga ¢l grupo carbonily v el metilend en
respecto del carhetoxilo, dando Tugar a la liberacion de dcids p-aminofenil-
-propionicn, que se ha identiicado perfectamente por cromatograiia de papel,
revelando el cromatograma prr o dinzs tacion con nitrito v copulando con
G-madtol, con o que las manehas aparceen de color rojo anaranjado. La di-
gestion se Tevd a cabn o 267 €, se rabajd con concentraciones de substrato
0.02 AL v de enzima 2 mg, N, proteico/c. c., v utihzando c.mo vehiculo un
medio hidroaleoholico agua : ctanol = ¢ @ 1, tamponade a pH R0, el pro-
greso de Ja hidrolisis se establecid prtenclométricainente, valerando con
NaOH o.1 N los carhoxilss liberades en la incubacion {deido p-aminofesil-
propidnico). Los resultados Dtenidos se resumen en la Grafiea 1L

IZn cambio, la Z-quimotripsina vo ackiia sobre el g-(p-nitrofenif)-oxo-
svalerianits etilico, puesto que no se (hserva descenss algune de pld durante
el ensavo de digestion (no hay liberacion de carhoxilos) ¢l enzima no ejerce
i menor accion desmolasica 1 csterdsica sobre este sulwstrato, ni aom des-
pués de un periodo de hasta 22 horas; phsérvese como In diferencia estrac-
tural entre esta substzncia v el amincester anterior consiste en la calidad del
substituyente en “para” del nacleo hencénico, pues nentyas el -NH, es de
1." clase v cede electrenes a la cadena laterad, ef -NO, cs de 27 v tiende, por
¢l contrario, a arrchatarlos,

Tor otra parte, s¢ ohserva que tampoco el enzima ejerce accion desmo-
Jasica sohte los correspondientes Acidos libres de los substratos anteriores. el
acido 5-(p-amino)- v ¢l z=(p-nitro)-3-exo-valerianico: la menor polarizacion
de lox grupos carhoxilos terminales de estos acidss, comparada con la de los
carhetoxilos de los esteres correspondientes, puede induciy vna nenor labili-
dad del enlace CO-CH,, de sus cadenas laterales.

11 y-(p-aminofenil)-3-oxe-hutirato de etilo, compuesto que cantiene una
cadena lateral mas corta {un grups metileno menos) que los anteriores subs-
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tratos. es también hidrolizado por la 2-quimotripsina, con liberacion de acido
p-aminofenilacético; la accidn es, sin embargo, mucho menos eficar puests
que hacen falta unas seis horas de digestion para conseguir una magnitud de
hidrolisis comparable cony Ia que se obtiene en tnos treinta minutes de actua-
cion del enzima schre el correspondiente 5—(:1)-:11111110ft-.nil]—3-0x0—\'ztlerimmto:
este resultado parece estar en armenia con el primer postulado de Nevrari,
ya que el butirato que nos ocupa carece de grupo metilénico en B respecto al
carhonilo. Sin embargo, la existencia de dicho grupo -CHy- no es zLI'JSL}}tltz}—
mente imprescindible puesto que, de hecho, se ha ahservado una cl-_"u;a hidré-
lisis cor, el anterior hutirato substituido, lo que también gcurre cuando s ¢i-

18

sava el correspundiente nitroderivado, el g-(p-nitrofenili-3-oxobutirato comey
suhstrato, en cuya accion se caracteriza por cromatografia {inspeccion del
cromatogrami bajo luz wltravioleta) el resultante acide p-nitro-ienilacético
(recuérdese que el correspondiente s-(p-nitrofenil)-3-oxo-valerianato no ex-
perimentia la menor hidrolisis por semepante accidn enzimdtica).

El 4-ip-metoxifentl-z-oxo-butirato ctilice, en cambio, no sufre degra-
dacion alguna apreciable par la catilisis enzimitica de la quimotripsina.

El acido libre g-(p-aminofenil)-3-oxo-hutirico (al igual que el aminofe-
niloxovalerianico) no es hidrolizable por el enzima, mientras que el acido
4-(p-nitrofenil}-3-oxa-hutirice, por el contrario, resulta secsiblemente hidreo-
lizado, habiéudose caracterizado perfectamente ¢l dcido p-nitrofenilacético
{(por cromatografia) como producto resultante de lTa desmolisis,

[.a %-quimotripsina también ejerce yna enérgica accion hidrolitica sobre
el 3-(p-aminofenil}-3-oxo-propionato etilico {(a pesar de (ue este substrato
carece de grupo metilénizo alpumo entre el nicleo hencénico v el carbonilo);
e permite evidenciar claramente ¢l consumo de dleali eorrespondiente a los
carboxilos liberados durante la incubacion. Actuando sobre el correspon-
diente 3-(p-nitrefenil)- 3-oxo-propionato etilice, el enzima induce ura menor,
pero clara, degradacion desmolasica,

Aungue seria deseable poder disponer de gna interpretacion adecuada a
los distintos hechos experimentales que anteceden, se comprende la dificultad
ded conseguirlo. si se tiene en cuenta la multiplicidad e factores que inter-
vienen en estos fendmenos, los cuales, ademas de depender de las diversas
estructuras electromicas especificas (e cada o de los substratos, tmbién scn
consecuencia de sus magnitudes maleculares, de sus configuraciones estéreas
v de la mavor o menor estabilizacion del grupo carbonilo por conjugacion
(Hixw, 1936). conjunty de variables que deben influir decididamente en Ia
mayar o menor facilidad de “anclaje” de los grupos funcionales de los subs-
tratos ensayados, a los centros activos de la macromolécula enzimitica.

Donerty (loc. ¢it) interpreta que Ia reacciéon enzimatica transcurre por
medio de urza doble substitucidn nucleofilica, analoga a la observada en I
hidrolisis del ester acetoacético por el OHT del agua v que. por tanto. po-
drian considerarse las desmolisis que nos ocupan, comg casos particulares
de Tos mecanismos de Brxper & Kisp (1027) v de Cuxxinaram (1957)
propuestos para la interpretacion de diferentes procesos enzimaticos hidro-
liticos;

19
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corrieittes Ce deteriminucion de magnitudes de hidralj
hidrina, hiuret, Willstactter v wleadimetria con formy b
rios e Ins presuntos inhihidores rvestigados, nos obligaron hien g empleo
de téenicas de valiraeion acidimétrisa Pt potenctoimeteia, « g recurric o oun
métado colorimétrics hasado en el uso de femlez caseinng cotin suhstratos.
hemos aludido, fye cdesarrollad
{1401}, v se hasa en e} emple;
sulstrato de los ENZNNAS, asi coma en niedir por colori-
metria Iy concentracion de los péptidos coloreados, po presipit
acida tricluracético, liberados en las hidrolisis,

SN (TENCTIVOS Folin, nin-
rovocadas por va.

L téenica colorimétrica a que
otris, Degacn & Carver
mlazaciseina coms

i o 110s-
»de vna penitrofe-

ables por el
Ast padimes comprobar Qe ies fArmacos antirrematicos

1o, v también 11 femilhuta
na). son enérgicos inhibidores de las proteclisi

For I tripsina v por Ia

. acidss salici-
zott {pirnzolo~
s de la azocaseing provoeadas
Z-quiny tripsina. Tas incubacicnes
177 C v el medio empleado fue tampon fosfatos M
traciones de enzima oscilaron entre 7Y 57 /oo,y las de substrato entre
23y 25 %, Encada casn se establecterun los indices de inhilicion {T} res-
pectivas, segdin KrIsTiaxowsky & Saw (1053): .

fico, acetilsalicilico v peaminohenc

se realizaron a
15 de pH R.0; las corcen-

stendn V' = velocidad de T reaceion sin

mhibtdor, ¥ V, = velocidad de la
reaccidn con inhihider,

Con la ferilbutazona se observaron
hidrolisis provecada por &
hasta de an »o 9%, v

disminuciones de Ta velocidad de
v Z-quimotripsina (en las condiciones ensayacas)
con Tus acidos salicilico v acetilsalicilico desde un a5

hasta wn 20 % el p-aminesalicilico muestra

tndices de inhibicidn ligera-
mente inferiores,

Como ejemplo. citaremos con detaile los resultados experimentales oh-
tenidos al trabajar con fenilbutazons como nhibidor

el sistema ripsina-
nitrofenilazocaseina. Véanse Graficas 171 IV,
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Indices de inhibicién de la fenilbutazona, operando con tripsina
a la concentracion de 77 /c. c.

Concentracién de I Concentracion de inhibidor
substrato 0,04 M. 008 M,
0.3 Y 077 1.38
L5 56 o.80 137

Indices de inhibicién del &cido acetilsalicilico, trabajando con
tripisinaa 7 7 /¢ c.

Concentracion Concentracion de imhibidor

de stsirato

o025 M 0,03 M | ooz 3| oo Al
0.3 % 0.25 060 1.3 2.33
o % o018 0,30 r.38 1.5
1.5 G 0,15 0.50 087 2,00
2.0 % 0.31 072 37 2,16

Con Ta z-quimotripsing se «htuvieron reseltados andligos, s decir, los
cuatro farmacos ensavados fieducen sendas inhibiciones de la accion hidro-
litica del enzima sobre la p-nitrofenil-azocaseina.

De Tainspeccidn general de los resultados crnseguidos se puede deducir

que los fndices de inhibicidn, provocados pit Jas substancins ensavadas,

crecen al amnentar lus cotcentractones de tnhibidur, mientras que permane-
cen sensiblemente constantes a las variaciones de comcentracion ce sustrato

(para wna misma concentracidn enzimatica). Los efectos nhservados, por

tantn, no pertenecen a ninguna de los tipos sencilles de inhibicion conocidos,

v 51 hien presentan cierta analagia con Tas “no (01]1])':‘t1tn"l‘> los datos obte-

nidos 1o permiten generalizar tal simplificacion : mas hien parece que su me-
canismo sea més complicado, v que se trate de inhihiciones no especificas de
tipo “acompetitive”, con la formacién mtermedia de complejns enzima-sbs-
trato-inhibidor {recuérdese que los indices de inhibicion hallados no varian,
sensiblemente, con los cambios de concentracion del substrato), pero los re-

sultados experimentales de que actuahuente disponemos, no nos perniteit
hacer esta afirmacion con seguridad,



gedicado anteriormente, para cstudiar las whihiteiones
wicins precedentes, resuita mutilizable el método de
ammonium en presencia de formnel,
cnes con los salicilico, acetilsaticilive

Como va se ha
provocadas por las subst:
aloracion potenciométrica de grupcs
este Teactivo produce precipitact
y p-aminobenzoico, ¥ tambien con T fenilbutazona, lo que invalida Jos resul-
tados por adsoreiones de los geles que se separai. Late método, practisado
POT MO TOS cnn W mdificacion del de Sorrixsky, nos ha permitido, sin
embarge, obtener restltidos satisfactorios, con distintos grupos de substau-
cins ensavadas com? inhibidores.

s e

1o téenica utilizada (Bozar, & CaLveT. 1530, 1000} CONSISLE, en resimen,

en efectuar las digestiones a 377 € en prescucin del supuesto inbithidor, en
medio del tamyon fosfatos A/ 13 de pH 7.0,y después de un tiempo. por 1o
general, de treinta minutes, se adiciona una disolucion de formol al 4o ¢ del
aldehide. efectuado lo cual se valora con NaOH 0.1 N hasta pH g.0. com el
auxilio de un potencidmetro: de esta matera se determinan, por diferencia,
los grupos amne liberados en las hidrolisis, v asi se establece la magnitud de
las proteclisis v de Jas inhibiciones inducidas por la presencia de los diversos
productos cnsayados,

151 fenol, ¢l o- v el pcresol, los difenoles {pirocatequina, resureira e i
, actilan como potentes inhilidores

droquinenay, el pirogali by Ia floroglecing
lefinidas inhibiciones los oi- ¥

de T hidrolisis triptica s también provocan ¢
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Accién inhibidora de los fencles sobre la hidrélisis triptica
da la caseina

Cageinu: 0,3 % Tripsina; 3T/cu
Inhibidor ('onc‘cl‘a:!f'af‘:}m - Tanto por ciento
de inhibidor de inhibicién
]-‘ejjoi 003 M 42
) 0,10 M
a-Cresol 005 M 133
Piroenteqging 0,0:"-'1 M O3
Resarcing 0.0=,L. AL -1
Hide: quinona 0.0;. M {i
"’ o.i2 M
Prirogalal 0.05 M ZS
Floraglucina 002 M ;i
o-Nitrofenol 0,05 A No
’” o.10 M N
m-Nitrof:unl 0,05 M \“-'O
p-Nitrofenol 003 M 27
o o1 M 50
2-4-Dinitrofenol 0025 M I;TO
5 005 M 16
) . o10 M 63
Actdo picricy 002 M No
” o041 M
p-Clerofenol 0,05 M ;:
i ‘ o170 M 100
a-Aminofenol 005 M 22
m-Amincienol 0.05 M 2:’;
p-Aminofeno] o.05 M No




p-nitrofenoles, el 2-g-dinitrofenol y el dcido picrivo; los resultados experi-
mentales obtenidos indican gue una mayor disociacion del hidroxily fendlico,
significa una disminacion en ¢l porcentaje de inhibicidn ejercido por ¢l ¢om-
pucsto. Tl e-nitro fenol no se comporta coma inhibidor de Ta proteclisis de la
aseina, de la ghrina o de 1o gelating, atribuyéndose este fenomeno a su escasa
capacidad de unirse a las moléculas proteicas  (impedimento  estérico
del NC)y).

Ioss rexetivos del grupn carbaontlo, la hidroxtiamina, ia hidrazina, la fenil-
hidrazina, la fentlsemicarhacida, el cienuro potasico v el sulfite sodico, inhi-
Len Ia hidrolisis de la caseina por la tripsina, y también la de la gelatina v de
la filrina. Narios autores, entre ellos S1tanes (1940 ¥ 1932) v Roxa (1920),
han publicado estudios de las acciones inhibidoras de alguno de los reactivos
mencionads:s, sehre las aeciones de fas proteasas, pero sus respectivos resul-
tiddos seir, en varios casos, contradictorios,

Inhibiciones de la proteolisis triptica provocadas por reactivos
del grupo carbonilo

Tripsina: 57/ ca.

Inhibidor {oncentracidn de Porcentajes de inhibicidn
inhididor (aseina 5 ®:q | Gelatinn 2.5 ©/o | Fibrina 05 @iy

[Tidraciaa o10 M 43 o 38 % 65 %
Fenilndrazina o10 M 32 % 32 % 72 %

" 0,05 18 % — —_
Tenilsenticarhaciea 0,10 M 30 % 37 % 33 %
LTidroxilamina a10 M 24 % 20 % 63 o
Cianuro o.10 M 33 % 50 % 66 %

” 00> M 8 % - -
Sulfite o,10 M 28 % 26 % 42 P

En cambio, no nwestran caracter inhibidor de la hidrdlisis triptica de la
caseinn o de o gelatina, los dcidos benzoico, v-, m- vy p-hidroxibenzoicss,
P-aminehenzoico, penitrobenzoico, fenilacético, fenilpropiénico, p-nitrofenil-
acético, cindmicn, amigdalico, ftalico, ftalico diclorado, sulfosalicilico e hipa-
rico. Tampoco exhiben caracter inhibidor a henzamida, la cumarina, el jcido
sullanilico v la sulianilamida, Tn las condiciones de trabajo, a pil 7,6, es
pralable que los aniones de las substancias mencionadas, scan repelidos por
fos antones proteinicos, evitandn la farmacion de compléejos con la maléeula
proteica del enzima e impidiendo que se ejerza inhibicion,
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Por otra parte, actian comeo inhibidores de las proteclisis tripticas de los
substrates mencionulas, ke acidus -y penitrofenilpropionices, el acido
2-g=dimitrofenilacético, ¢l p-hidroxibenziico v ol naftalenacético, de suerte
que, parece ser ke estructara especifica del compresto v no, exclusiviunente,
clertos gruprs ncimmles, Ta responsable de la accion inhibidora.

Mientras 1os aminas aromdticas, aniling v toluiding, p-nitroanilina y
2-3-diclorcaniling, ne poseen cardeter inbibidor, las o-, m- v p-featlenodizni-
wis, inhilen la proteolisis triptica de In cnseina, voCcom maver potencin el
para’,

Lsnero

La =-amimepiriding, el acide nicotinico v la nicotinamida, son inhilidores,
pero ni el isonicotinicn niosn hidracida To son. 1< cambin, ejercen accion inhi-
Lidora la hidracida cinnacéticn v Lo malenib-cilidracida,

Tamlaén son fululndores L substancis poseedoras de anillos heteroci-
clicas coma la piperacima, ptperiding v pirtdna, pero en sus derivados carbo-
xilices se observa que desaparece o distinuye considerallemente ¢l caricter
wmlibidor,

T.a isatna v el deido indolil-g-ncétizn inluben la accion hidrolitica el
enzima, mientras que no lo hacen o indol. ¢l triptoimo, Ta histidiun v s
histinira.

Son potentes Inhilidores los jahones de by dcndos estedrive, palmitics,
vleics, elatdinico, linoleien v undecilénico, carivcter que debe estir relacio-
nado, se ha dicha, con la pecion tenseactiva enrasteriztica e Las sales sodicas
de los deids s grisos de largas carlenas,

Tamlién ¢jercen enéryicas acciones inhibidoras varios detergentes anid-
vicos, constitidss por alcolwles v dcidos grasos sullatados de mis de 10
atomos de carbono v, cntre ellos, merece especial mencton ol dodecilsulizte
stulico ¢ lanrilsulfato).

LEstudios semejantes realizados para averigrar la jufluencia de las distin-
as substancias mencionadas, sobre ¢l sistoma enzimitico s-guimotripsina-
-caseipa nos him producido resultadh s que observan un graw, paralelismo con
Jos expuestos en el precedente caso e la tripaina, Bozaw & Carver {1600).

Resulra dificil, por el memento. interpretar adecuadimente el mecanismo
de las inlnkicienes de substancias tan miscelimens, v oaveriguar que grapos
funcionales o estructuras puedan ser las priveipales responsables de los fe-
~les,

némenos. Nosotros supinemos que, por lo menos en el caso de los fe
de los reactives del grepo carbonilo v de los detergentes anionicos sintéticos,
se deba, posiblemente, a la fermacion de complejos del inhibidor con Ta pro-
tetun enzimatica o con el substrato,

En el caso del potente inhibidor dodecilsuliato sadico, $PS, (laurilsul-
fato), poseemos Lastantes elementcs de juicio, v a continuacion se expone ¢l



estadlo actual del estadio miciade para tratar de comprender s accion
sobre los sistemas tripsing-caseina v %-quime triv.sina-caseiua,

Aeclai del dodecilsuliato sebre fa tripsing v la 2-guimotripsing.

se subia que algunos detergentes sintéticos reaccionan cou determinadas
proteinas, Porvay & Nevratn (1044), pudiendo prevocar s desnaturali-
zacion, Axsox (1039), asi como la inhikicion de clert-s enzimas comn I cata-
Insa, Kuvx (10g0), la pepsiva, Snovn & Fooersox (1912), Keesyee &
Srerrzew (1o44) v la amilasa del malte, Treutya, (1037).

Por tedo ello supusimos, primeramiente, que las acciones inhibidoras pro-
vocadas por infimas ¢ neentraciones de dodecilsulfato sidico (SDS). sobre
los sistemas enzimiticns tripsina-caseina v «-quimetripsina-caseina, Bozal
& Carver {loc. aitl), podrian ser el resultado de un fenomeno de desnatura-
lizacién e la proteina enzimitica inducido por el detergente anidnico, el cual
m <dificara la estructura fing de Ja molécula enzimitica.

IPero nuestras ohservacivses de que un potente detergenie 1o idnice como
el Lurrile-polioxietilado (71707, incluse a elevadas concentriciones, no ejerce
i menor anhilicion sokre las proteolisis de la caseina catalizadas prr la
tripsina o por la #-quimotripsina, vo estaban de acuerdn ¢ T interpreta-
ciom adelantada de que fuera una actidn tensopctiva desnaturalizadora, la
cavsante de los efectos antes referitlos,

Ademis se percilid que al mezclar disaluciomes medianaments congcen-
tradas de tripsina, o de 2-gquimetripsing, v de SDS, a un pH crmprendido
entre 3 v 7. aparecia un enturbiamiento, mas o menos ivtenss, lo cual nos
parecio una indicacion de que entre Ia proteina enzimatica v el detergente se
producia una combinacion.

En efecto, pudimos comprobar que ef SIS es un detergents anidnico que
se combira con los enzimas quie nos ¢ cupan, produsiendo unos compuestes
de cardcter salino (vnidn clectrostiticn), Jos cuales, por su escasa solubilidad
en agua, se separan en forma de precipitacdos microcristalinos.

IEn estas combinaciones seguramente intervicnen, prr una parte, los gru-
Pos aming e inine de 1os amiodcidos hasicos contenidos por dichas proteinas
Y. par otre, el @nidn DST dando origen a unos compuestos estables, de com-
posicidn sensil:lemente definida, los cuales, hemos comprobado ansliticamente
((ue contienen 1os 18 a 20 restcs e dodecilsulfatn por mol de proteina:
estas ¢ifras coinciden hastante hien, precisamente, con el numero de amino-
Acidos hisicos (ue. en total, se admite que cortiene la tripsina (I, M. 24.000;
2 mols de arginina, 3 e histidina y 14 de lisina, en total 10), v la 2-quimo-
tripsina (P. M. 25.000: 4 de arginina, 2 de histidina vy 12 de lisina, en total
19, segiin GreEx & NEURATIL 1054).
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Tanto el polid-decilsuliato de tripsina como el de %-quimstripsina son
practicamente insolubles en agua a pkl 7, pero se disuelven, perfectumente
el exceso de disolucion de SIS o de otros detergentes anionicos, asi como
en e disolucion del ne iduico 1,100 También son solubles en medio yl-
caling de pH superior a 8.

Loz hechos experimentales parecen estar en [avor de que lis inhibicio-
nes de las digestiones tripticas v “-gquimatripticas de la caseina, observadas
caanedo los enzimas se hon puesto previnmente en cottacto con ol SDS, sean
conzecuencia del Moqueo de Loy grupis aming libres de las proteinas engima-
ticus, efectuade por los dodevilsuliationes : seguramente es indispensahle (e
los grupos amino del enzima (posibles centros activos) se encuentren libres,
=ity Lloguear, para gue el catalizadodr pueda ejercer sn accion proteolitica
tiprca.

Las inhibiciones de las hidrolisis triptica v #-quim.triptica de la cas=ina
o pH 7Godnducidas por cntidiades crecientes de SDS (el detergente puesto
e contiacto previo con el enzimay prsan por un vador maxime cuando la rela-
cion ponderal SHS/ Iinzima esti comprendida entre o6 Voo aproximida-
mente, en el cascode T fripsina, v oes o0 23 al tratarse de %-aimotripsing. dis-
mimuyendo en magmtud ol aumentar T proporcion de detergente : en ambos
crsos, fas inhibiciones disminuyen al siguir aamentands Ja proporeion de de-
tergente, v con L tripaima, ello tiene Tugar hasta gue el vador del cocieste
CALA proximo a 4. a partir de cuva concentracion, lus inbilicienes voelven a
numentar hasta hacerse totales,

Les experimentos realizados parecen indicar que dichos fenomenss de
ihikicion pudieran ser consceuencia de la formacion de compuest:s de ca-
racter salino entre el enzima v ¢l ion dudecilsulfirico, DS™ | {combinacion
electrostiticn entre Jos grupos wming ¢ imine de los aminodacidos hasices in-
tegrantes de la molécula proteicn, v ol mencionado anion), ¢ mpuestos que
se han podido awslac trabajandn en condictmes modificidas (vénse mis ade-
Ianted : al aumentar la comcentracion de SI3S se manifiesta nuevamente una
mayor actividad proteclitica {lendmenn cuva explicacion tal vez reside en un
mecaisino de tensoactividad, gracias al cual, resultan asequibles nuevos
I cus de actividad en la superficie de [a proteina enzimiticay, hasta gue supe-
riores cantidades de SIS provovan una creciente v definida inhibicidén que
Mega a hacerse practicamente wtal, ¢omo indican las Grafeus V, VI, VII

v VITL
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Trabajando a pli 4.0 se ha conseguido Ia rbtencion de los compuestos
IS-tripsina v 1)5-%-quimotripsina, lus cuales se separan en forma de preci-
pitados microcristalings cuando se miezcln sendas disoluciones de S1DS v del
eorrespondiente evzima, Ambos product: s, coma ya se ha aludidu, s'n solu-
hles en un exceso de disolucion de DX o de 1.1°O,

[Las precipitacienes a pll 4,0, se verifican en las mejores condiclones y
con ol maximo rendimienty, cuando Tn relacion estequiométrica entre Ins can-
tidades de SIS v de prateina. no se apartan mucho del valor 1 @5 (rela-
cirres de valor superior ecasionan una redisolucion parcial o wotal del pre-
cipituco).

Ta relzeion SDS/Enzima = 175 que provoca la mddxima precipitacion
de amb. s compuestos, corresponde a unes 13 mols de SDS por ol de pro-
teina enzimatica, cifra que, por vna parte. no diserepa del valor hallade por
anidizis elemental del compuesto aislade (determinaciones de N v de Sy que
es de nnos 2o grupes DS,y por otra, tampoco difiere de los valores tedri-
cos caleulados {(tomands en cuenta el namero conocido de grupos hisices
presentes o lais moléeulas de ambos enzimasy como 1 para la tripsina v 17
parg Ta Z-quimotripsina. '

En las graficas TN v N se representan lag curvas de precipiticion de
disoluciones de tripsina v de “-quimatripsing, obtenidas estableviendo las
cantidades residuales de proteina, que pernvivecen en disolucidn (oo pre-
cipitadas), mediante el reactivo de Forix, después de haber separado pre-
vizmente el precipitado de polidodecilsuliato de enzima {formada, hien por
centrifugneién o por filtracion.

1.a facilidad con que ambos polid idecilsvifatos de tripsina v de 2-quimo-
tripsina se redisuelven en excess de SDS o de 1.0, es un efecto tipico de
detergencia {aceion tensvactiva) que facilita Ta dispersion snicclar de los
produstos insolubles en agua pura. Siouna disolucion  transparente  de
poli-DS-tripsina en excese de SI1DS a pH 4.00 se somete a una dialisis pro-
longada, en sacn de celofana, frente a cantidzdes renovadas de tampon fos-
o de pH 4.0 al caba de unos dins, aparece un enturbiamiento creciente
en el interior del sacn, v por centrifugacion se puede recuperar, practica-
mente, todn la eantidad original del DS-tripsina intransformado,
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Una disolucién de poli-DS-tripsina en un exceso meoderado de SPDS (hasta
del erden de 4 1) exhibe vna cierta actividad enzimdtica, frente a caseing
como stihstrato, v un fendmeno aralogo se ha comprobado trabajando con
poli-DS-%-quimotripsina.  Esta actividad es, sin embargo, mucho menot que
11 que ¢ rresponde a Ja cantidad de enzima contenida por el compuesto.

Fl 1O no parece combinarse ni formar ccmpuestos poco solubles con
Jx tripsina i con la #-gquimotripsina. a nizguno de los pH ensayados (de 3
a 8), ni provoca la menor inhibizion de la digestion triptica de la caseina, in-
cso a elevadss concentraciones (g0 mg. LPO/wl, utilizando el enzima
a 20 7/ml.

La caseina, por su parte, €s uni proteina que también se combina cen el
SDS, pero sin que al mezclar ambas discluciones concentradas se ohserve
que se produzea euturbianiiento o precipitacion alguna, que constituya indi-
cion de poca solubilidad en ¢l compuresto formado: sin emhargo. una disolu-
cidon de caseina que contenga suficiente SDS, no coagula hien al intentar
precipitarla por acido tricloracético (observactines analogas a las que hicie-
ron Axsox con la hemuglobina v Purxax con seroalhunina).

Las marcadas inhibicir nes de proteolisis hservadas al trabajar con con-
centraciones de tripsina comprendidas entre 20 y 40 Y/ml ¥ con pequenas

cantilades de STIS (relaciones SDS/LEnzima comprendidas entre o, v 0,4),
siempre que el detergente hayu sida previamente puesto en contacto “eont el
enzims, no tienen efecto, en cambin, cuando la disolucion de SDS v la ca-
seina se har mezelado en primer lugar, probablemente, porque en este casa,
el anion DS~ se ha combinado tetalmente con el gran exceso de la proteinm
substrato {sin embargo, cantidades substanciales de §TS anadidas en pri-
mer Jugar a la caseina, provocan considerables mhibicienes de sy digestion
trijtiva).

Cousideramos que los compuestos poli-DS-tripsina v poli-DS-%-quime-
tripsita, por sus escasas solubilidades, pueden constituir nuevas formas terc-
péuticas de administracion de ambos enzimas: myectadas en forma de sus-
pension acuosa, o implantadas en Jos tejidos en ferma de comprimidos, pue-
den actuar en uny forma “retardada™ v progresiva (por su lenta disolucion
ett Ios liquidos int:rsticiales) lo que permitiria, de una sola vez, administrar
desis masivas, vaoque si actuacion lenta se prolongaria a lo largo de amplios
periodos. Nis proponemos realizor los oportunos ensayos clinicos, por si
de este modo, se pudiern hacer masz comoda la aplicacion terapéutica de
ambes enzimas proteoliticos, (recuérdese, por ejemplo, que ef mecanismo de
actuacion de Tas insulinas “depet” o retardadas, esta hasado en Ja disolucidn
lenta e compuestos insulinicos poco solubles, en n que son parecidos a los
rolidodecilsulfatos de los enzimas que hemos descrito).
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REsvMEN.

L.a aplicacion. creciente que se hace de la tripsina v de la %-guim tripsina
en Luzimaterapia, por un lado, v el reconocinnento de gue Ja intlamacion
istica debe obedecer a una desorganizacion de ciertos slstemas pr. teoliticos,
por otro. nos han inducide a investigar las acclones especificas nmynos cono-
cidas de dichias proteinasas pancredticas, esto €3, sus actividades esterisicas
y desmolasicas, asi como a estudiar los efectos inhibidores ejereidos por va-
rios farnnwos (entre ellus, varios agentes antinflamztorios) sobre las proteo-
lisis catalizadas por dichos enzimas.

Las actividades csterasicas v desmolasicas de la tripsina v de Ta %-spuimo~
tripsina se han enstyado schre maltiples substratos sintéticus (ue, esteuctu-
ralmente difieren entre si, v se han determinado comparativamente s mag-
nitudes de las hidrolisis producidas en cada caso; se ha podido comprobar
de un modo general que, para experimentar las hidrolisis eatalizadas por los
enzimis, no es necesario que dichos substratos cumplaz et los requerimien-
tos de estructura postulados pat NEURATH.

PPur otra parte, se han investigado Jas acciones inhibidoras ejercidas por
varis productos, cuando se hallan presertcs en las pr. tealisiz eatalizadas por
la tripsing o la %-quiniotripsing, de substratos natnrales come: la caseina, la
fibrina, Ja gelatina, ¥ Ja ovealbimina. entre otros. Se ha comprobado que
varios de ellos — los fenoles, los reactivos del grupa oxo, lzs detergertes
anionicos, ete. — exhiben un positivo poder inhibidor gue contrasta con Ia
nula influencia de otros farmacos ensayados. Agentes antinflamaiirios contn
los acidos salicilico, acetilsalizilico, p—aminul;enmico v la femlbutazona, son
poteates inhibidores de las proteolisis triptica ¥ quimiztriptica de Ia p-nitro-
fenilazocascina, substrato de eleccion que permite raprdas v precisas deter-
minaciones cdorimétricas,

T.a enérgica inhibicion que sobre las protealisis ejerce ¢l laurilsuiato sé-
dico, no se debe principalmente a una desnaturalizacion de las proteinas en-
zimaticas experimentada bajo la influencia del detergents, sino que cs el re-

sultado de Ta formacion de definidas combinaciones de caracter salino ertre
lis grupos hisicos (centros activosy de Ta tripsina v ode la s-guimictripsina, ¥
los anienes dodecilsulfarico: les praductos de 11z combinaciones Jan si<to
aislados v obtenidos al estado de pureza analiticit, v sus compasiciones per-
fectamente establecidas, Consideramos que la poca solubilidad cu agua, a
pH 7.0, de dichas combinaciones, preda hacerlas atiles <n Euzimoterapia,
permitiendo la administracion parenteral de grandes dosis de Ls enzimas,
para actuar en forma retardada o gradual, a lo large de prolong-dos perio-
dos de tiempo,
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Excelentisine. Sr. Presidente,
Muy Tustres Schores Académicos,

Sefirras v Sefiores:

Nos ha honrado sohremanera la Junta de Gobiernns designindones para
contestar el discursy de recepeion del Professt Frrxaxpo CaLvier 'rats,
elegido para ocupar una vacante de nueva creacion, reservada a especialistas
no farmaccuticos, de esta ILeal Academin que, avnque tediavia incomplets, se
va adscribiendo a Ja actividad clentifiea el Distrito Universitario.

Acepté gustoso y recinocide el nuowdato, ammgue con la preocupacion de
no acertar en el debido cumplimiento de la mision encomendada, no sdlo por
razon de la natureal disciplina a que v s obli. n nuestros Estatutis v Regla-
mento por precepto tradicioral, sino por el fum rque sapone ol representar
a ln Academia en vna ceremenia trascendental de su vida corporativa cusl
es la de recibir en su seno un nuevo académico con el gue ademds, v esto
hace mas grate el encargo, me e sincera y entrafiable wnistad desde hace
yit mucho tiempo. 1ste motivo excluve atros como e de tener el convenci-
micnto de que cusljuier otro de nuestros companeros lo huliern hecho con
mejor acierto permitiéndonos la disculya por haberlo aceptado ; sin embargo,
pondrenos nuestra mejor voluntad para que el intznto resulte digno de esta
docta Corporacion.

Antes e contestar el nteresantisimo  discurso del Drofesor Carver
Prars, permitidme que dedique, por ser costiimbre establecida en estos actos
actys, uras palabras a la personalidad v méritrs de nuestro recipiendario que,
conto decia el farmacértico Profesor Lora Tavavo et ocasidn recordada hace
poco per el Académico Dr. Sax Martiy, viene a enriquecer ia heraldica cor-
porativa con cuarteles propios.

En este momento sulemne, especialmente para mi, he de acudir al archive
de la memoria, yue se dice guarda celosamente lo ue el vorazon ama, y no
ha de extrafiar, por tanto, que este discurso sea mas familiar que académico,
recordando la éprea v circunstancias que contribuyeron a modslar la recia
personalidad del recipiendario, cuyes rasgns bicgraficos trataremos  de
dibujar.
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Nacite et Villifranea del Tanacddés en 22 de Tinero de 1003, Frrxaxnpo
Caver Prars adquirid su formacion téenica que anos mas tarde le facul-
taria parc provectar indoserins quimico fanmacéuticas de gran importancia,
en el Instituto de Quimica Apliczda de Barcelona, centro fundado por el
dustre farmaceutico, Acadénico electo, 1. Jost AceLL ¥ Acrir, fgura se-
fiern de la irglustria quimica nacional a quien rendimes hrmenaje en esta
ocnsion evocande Ta Eacueln en yue tuvimos la fortuna de conocer. coinci-
diendo en muchas horas de trabaje experimental, a nuestro Académico
de hoy.

En dichn centro se cursaban las ensefianzas de Directores de Industrias
(Quimicas, dato significative per cuanto implicala nada menos que aterler
a la argente necesidad de preparar personal apto que dominase Ja teoria
cientifica v Ta téeniea, posibilitando 12 implantacion v desarrollo de nuevas
fuentes de riqueza y la modernizacion v mejora de las existentes: a este
propasito transcribimos algunos parrafos publicados durante la jrinmera
guerra muandial ;

“Ante las eriticas circunstancias por que atraviesa Europa, hem-s apren-
il que Tas naciones mis fuertes son las que mejor se hastan a st mismas v
oue para ello tienen mejor organizadas sus industrias yuimicas. Tales nacio-
HEs cueltan con rammeros.: v competentisimo personal de investigadores ¥
teenicos gracias a los que han podide: altener productos variadisimos y en las
cantidades necesarias para su normal o nsumao o para aplicaciones nuevas
liista hoy no sospechadas. Fl estado de lns meding con que cuenta oy nues-
tro pads para subvenir a I insuficiencia de 2lgunes productos indispensalles,
Heva al dnimn la imipresion mas penosa: numereosas materias primas. rigue-
7as en embrion, se encuentran en nuestro subsuelo o las produce nuestra
agricaltera, fransportindolas en bruto al extranjero para alli ser trasfrrn-
das v volver. fuertemente encarecidas, en forma de materias fecundantes o
de productss farmacéuticos. Al pasar del estade hrute al de producto elaln-
racd-, tales sustancias no afiaden nada a la economia nacional, imponiéndonos,
en cambio, yna relacién de dependencia respects a los e las adguicren para
trensformarlas. Fs pues urgertisimo remediar tal estado de cosas v osrlic
e vma dependencia que mas semeja esclavitud, preparandonos para signifi-
car algo en el munda el dia en que. terminado el actual conflictn, se procedn
i mna cclosal revision de valores aquilatanda el de cada uno de 1os puehlos
de da tierra™,

l.cs hechos han probado Ja importancia excepeional de aquella contribu-
ciom, al desarrollo de nuestra limitada industria guimica en la segunda década
del sigla. Ton aquel ambiente se formaros personalidades como Carver, que
T prestigiade v acrecentadn miestra economia. por prifesores a los que
unicamente guiaha la ambicion de una Espana mejor: Ingeniero Josiz M.
TALLADA Parri, luego director de yma institucion hancaria de ambito nacio-
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nal, que ros ensenale matemddicns v omecanien recicund, Bl S Agiy ex-
ponia lis teorias mas recientes de la Quimica General v oAnalitica, hacién-
dolo en to relative a T Quimica Organica el fngeniers Gacarn, Te s Dres,
Esvepaxy TErrapas v Ramdx Japni, Cotedriaticos de nuestra Facultad (e
Clencis, nos introdusian en los arcancs entonees csl o nsondahles de [
Fisico-Owmmica. Cen gracin sin igund, sizonada con vocalilos de yso POCO
frecuente, el D Cracnio Sara Poxs, colaborador del Dr. Rasds v Cajan
v dezcubridor de las celulas de Clausius, expona, creemis que por primera
vez en Lspana. los fundamentss v aplicaciones de la Microbiolagia Indus-
tritl v 120 Leoxarpo Terepvost. Ingeniero iupulsor de la Metalurgin en
]—".r_q'J:u‘-l:l. se referia a una materia a Iy que no hemos dado importancia hasta
hace poquisimo tiempa, la Organizacion v Direccion del Trabajo.

Se dedivaban de 4 a5 horas diarias al wahzjo de Jaloratorio que se ¢ -
sileraba de woportancia fundamental v en o} que. aparte de demostraciones
¢ mo la repeticion de algunas de las experiencias de Motssan, se estudiaban
en perqueias instalactones — e lus Tanuulas ahora piloro — la obtencion de
celulesa a partir de maltiples residuns aoricolas, la fabricicion de tules sin
s Madura, o sintesis de colormites. crencias artihetales v medivamentos
crganicos. muchos de ellos (e primera vey en Fspain v oen procesos ue
i de una ver exigier.n L pernunencin en el lugar de trabajo, por turnos
naturalmente, de hasta i ce dias con sus neches, El exdmen practico de final
e crrera de Carver Prats, veest sobre Tosintesis de Ja vianiilina por des-
composicion del ozdnids del isocugenol, con resultado que segun manifesta-
1o del interesada, “sorprendio o lnomisme empresa ™

Los cursos normales s¢ complencentaban ¢ n oot s exiraordinarios. mo-
ugraheos, solire temas entonees de actualidad gue nos erin presentdss por
eminentes profesores espancles, Dres. Exwxioue Mores v Bras Caneera,
Catedriticos de In Facultad de Ciencias de Madrid v Director el altimo del
Lalorat riu de Investigaci nes Iistcas de la Tinta para Amphiaciom de Estu-
dids. Dres. Goxzaco CaLssura v de Griconwo Rocasopaxo, de la Univer-
sidad de Zaragoza, ¢} 0 Viverts, Divector del Tnstituta Quinico de Sarrid
o procedentes de Centros extranjeros como ol Prof. Pavl SapaTier. decano
de la Facultad de Ciencias de Tolouse, por quien fuimss felicitados per
nuestros trahajos s bre hidrogenacion de aceites de pescado por via elen;tro-
fitica, T'rol. Warraxa Qsrwarn, Profesor de Colotdequintica de I L‘n}ver-
sicdicd de Lempzig, Prof. Criawies Mockgrar, del Coltése de France, Profeser
Gaerier Brertiaxn, de 1o Facultad e Ciergias de 1%ris, ete.

Simultineamente, con la ayuda de una Beca Antinio de Ghnbernat con-
cedicdda por nuestro Avuntamiento, CarviT Prats cersd la Licenciatura en
Crrimiieas en la que, conducido por la mano del Prof. Gareia Baxus, '\-'errln,-
dero Maestro a quien nos fue dado tratar durante algunos ancs, se desperto
en nuestro recipiendario el gusto por la investigacion cientifica que ya no
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halria de dejar. Se leencid en Juni. de 1623, con la calificacion de Sobre-
salients v Premio Extraordinano, ingresands en la Facoliad ¢omo Ayudante
de Clases Practicos en o Laborat.rio de Cuimica Orginica para injcirse
en las téemicas de b investigacion, colaborando en el estudio de la constitu-
cion de los difenilisocronnuios que ocupaban la atenadn de la escuely del
Prof. Garela Basus, en Ja que la discusion e interpretacion de les resulteedos
olitenidos — no siempre identificados con los que s¢ esperaban. — en vn an-
Liente de desinteresads espiritu tanto habian de influie v decidir 1a yocaciim
de Frrxaxpo Carver Prars.

LEn 123, la Real Academia de Cienclas 1Zxactas. Fisicas v Naturales de
Aladrid le adjudica la Pension correspondiente a Espana de I Ramsay Me-
morial Felloavslip Trust, rasladandose o Oxford para trabinjar en el Oueen’s
College bujo la direccion del Prof. I D, Crarraway, aprovechards Ta opor-
tunidad para inscribirse en la Universidad como doctorand:, por convali-
darle los estudios de Licenciatura. La pensidn fue renovada por otres dos
cursos que fueron de trabaje ntenso reflejado cn una serie de memorias ori-
ginades sobre el mecanismo de ks reacciznes de condersacion entre ¢l cloral
v los fenoles como caso particular del general de condenszoion fenol-aldehido,
interesante por osus aplicaciones téenicas g la fubricacion de lakelitas v otras
resinas plasticas. Identificd los preductos (Btenidos cuando la opostciin
para d:l fenol se hall: ba ocupadit, sugitiendo un mecamisn hipotético pura
cxplicar I reaccion obzervada, en una tesis que le valio el grady de Doctor
of Philosophy in Chemistry en la Facultad de Crencias Fisicas de Ta Uni-
versidad « xfordiana.

Completrode los estudios mencionados con etros experimentales en nues-
tra Facultul de Ciencias, prepara =u Docturadn gue consignid en 192y en
1a Universidad Ceetral con sy tesis " LUna nueva reaccion de condensacion
de fenoles v aldehidos: Ja condensacién del ¢l ral von Jos fenoles para-susti-
tuidos™ que fue 1.1131,11(‘.“(1(1 por la Real Academin de Clencins Lxactas, Fisi-
cas v Naturales de Madrid.

Su primera experiencia decente, con caracter oficial fue ¢l ejercicio de Ja
Avxaliaria de Ta Catedra de Quinicn Organicn de I Facultad de Ciencias,
encargindose del trabajo de laly ratorio al mismo dempo gue proscguin el
tle investigacion. Estis tareas confirmaron al novel prefesor en su orienta-
cion hacin la ensenanza superior.

Con una Leca di 1o Fundacion Rockefeller obtenida en 12 trabaio en
Munich durante mas de un oo con el Profesor H. WigLaxnp sobre el estu-
di: de las estructuras v prepiedades de los alealoides, especialmente sobre la
estricoina, brucina v vemicing, participando < colqquios v reuniones clen-
tificns en las que se tratd, entre cires, alos Profs. 1L Frsoer y R WinLs-
TARTTER,  Sus trabajos se l}lll‘]iL"l]‘Un en los Lichigs Annslen der Chemie,
interpretando ¢n uno de ellss Ta reaccidn coloreada de oxidacion por el ion
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férrico o el acido crdmice de algunos derivados de la estricnina v Ta vomi-
cina. confirmando la existercia de vo anille lactimico en lu estructura de lox
clealoides de particda, interpretacion que aslard la doble estructura del dcida
atslado por Livcns despues de la oxidacion ittensa de la tetrahidroestrienina,
Frootrae memoria comprold gue lo metilacion del dcido vomivinico no es del
mismo crden que la readizada por otros mvestigndores de la escnzla del
Prof, WikLssn sobre ¢l acide estricnico,

En Enera de 1ago gand, por oposician, Ta Citedva de Quintica Orgidniea
de la 1zcultad de Ciencias de Ta Universidad Compostelana en la que su
primer cuidado fize ko oorganizacion de un servicio de semimicroanalisis ele-
mental para conseguir of ragide conncimienio de Tas sustancius aisladas que,
de ctro molo, halia de reaibirse del exterior v del que se Leneficiaron en pri-
mer términe fos kiborotorios espansles; a poce, introdujo moedilicaciones en
el método original de Stcniarna v Bonraxskl que freron objeto de wia
pullicacton en Anales de la Real Soviedad Tspabola de Fisica v Qluimica’™.
Intre « tros trabajos resulta para nos tros de int:rés el relativo a la prepa-
racion de 2.7-dignin fluoreno que aplicaba a la separacion analitica del
¢i bre v cadmio v a la determinacion gravimetriva el cine.

IZn Santiago dictd Carvir Prars virios cursos de Ouimica Gereral para
los estudiantes de las Facultades de Farmacin v Modicina v actud como
asesor cientifico eu L elaboracion de vrrios product s entre los gue destacan
les alealoldes del ¢ rnezuclo,

En 3033 wmn segnnda Pension Rockefeller le Mleva a trabajar ai Instituto
Bicquimico de Estoenlmo durante mas de un ano con el Prof. Vox Evrsr
al que debe su actual especializacion Moquimicn, ine.rpor: andose al estudio
el papel de Ty cozimasa en la fermentacion alcohdlica com s Profesores
FoApier v Ko Mvenaek, con los que colaburd en estudios sabre ¢l equuli-
Ltrio cozimasa-dihidrocozimasa en los sistemas fermentatives v la influencia
del glicerilaldehido ¢ mo inhilidor de la glucolisis de Irs carhohidratos no
fosforilades como el glucdgens v la glucosa, pero no de la de sus esteres
mone o difosioricos,

e regreso n Rspana contribuye a impulsar 1aindustria guimico-farnacen-
tica Leneficiando el correzuely de cinteno, preparando extractos hepaticos ¥
elaborando numerosas formas farmacéuticas en una empresa que alcanzo
preponderante lugar cn la actividad quimice-fanmacertica nacional,

Entre sus trahajos de agquelia épaca figura el descubrimiento de [ insu-
Jinasa, enzima proteolities que imctivaba en muy poco tiempo Ia insulira en
wedio acuoso : a este tema dedizd el Dr. Carviy Prars el discurso inaungural
de 1046 de la Universidad de Salamanca o la que sc habin tras Tadado un
afio antes,

Dos afios mas tarde se desplaza o Fstades Unidos, pensianade {or la
Tunta de Relaciones Culturales del Ministerie de Asuntos Exteriores, pira
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perfeccicnar sts térnivas bioguimicus hajo direccion d:0 Urol. K, sS1iey
del [rstituto [ litéenico de Brooklyn, con el empleo auxiliar del microscol-1o
electronic: estudiando Iy morfologia de la cromiating naclear de los linfucitis
del tinn. de ternera, Tl examen cuidadoso de fus [otomicrografiny le permitio
diferenciar ultrafibrillas nucleoproteinicas a lo largo de las cuales aprecio
Landas cquidistantes que bien pudieran crrresponder a hélices de desoxari-
Lenueleico, observaciin dada a conocer ¢n jG48 por “Nature™.

Tralajando en Ja Universidad de Nueva Yerk en un * Investigation
Project of the UL S0 AL Public Health Service™ Lijo T diveccion v en coli-
f, racion con el Prof. Marskak, cuyo laboratorio celindaba con ¢l del Pro-
fosor SEviry Octoa, tuvo ke eportunidad de asistir a cologqumios clentificos
en los que se afianzo su anistad con el futuro Premic Nobel; dedico su acti-
vidad al estudio del metabolismo de nucleoprotemas v de deidos nuclenpro.-
teicos mareados ¢ 0 isatop.s radiactives que publizd en 104,

Trasladado como Profesor Agregado de Bioquimica pora doctorandos a
la Faculiael de Cienzias de nuestra Uriversidad, se integra en la seccinm e
Tarmacologin dol €. 5. T C. que dirige nuestro Académico i b Garcia
\ ar pEcasas, dando @ conocer verias notas sobre la sintesis del decametrmio.
porler. so curarizante, y de antihistuminizos hromadns,

lin el NNXVTTE Congreso de a Sociedad de Quimica Lndustrial de Dar-
celona presentd una nueva téenica parta la determinacion enlorimétrica de 1a
actividad triptica fundlada en ¢l cmpleo, como sustrato, de gzopreteins so-
Tnbles. De sus trabajos sobre Ja eripsina, la allaguiny tripsing, la rikonucleasa,
fa catalasa y sus medios de valoracion, dan fe sus intervenciones en la 11
Reunion de la Sociedad TEspaiola de Clencias Fisiologicas celebradas en
AMadrid en 1630

L'n 1638 publicd un resumen de su estudio sobre I capacidad hidrolitiva
de la alin-quimotripsina sobre sustratos sintéticos, comprobando que algunos
esteres fenilicéticos, carentes de un puente metilénico entre el carbone el
posicion % del nficleo, indispensable segn NEURATH, CONSEITUY e Uil Stiss
trato mejor que el fenilpropionato de etilo que cumiple aguella condicidm para
T accion esterasica.

En ol 1V Congreso Internacional de Biogquimica de Viena ap rto los re-
sultad. s de sy lahor sobre Ta inhilicion de la digestion triptici por vavios
farmacos, con la que c.mipleta la investigacion iniciada anos artes. Una
amplizcion de o misma fue dada a conocer en las _}orn:ulns Bioguinuzas La-
tinas celebradas en nuestra ciudad en (30, dando cuenta de las propicdales
de Ta ribunucleasa extraida de plantas furrajeras, de la potenciacion por el
peroxidn de hidrogeno de la actividad de la tripsina v de Ta alfa-juimotrip-
sira sobre macrnmomectlas proteicas, eont- la caseina, fhring, ovealbiming,
seroalbiimina v de un nuevo método adecuado para la valoracion de la hidrd-
lisis triptica v quimatriptica frndado en el usn, como sustrato, de In p-nitre-
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fentl-azo-cascina, de L‘u'yzl.clcgr;u'kl(‘i(n] resultan peptiddos ¢ Joreades de hajo
peso molecular no precipitables por ¢l acido tricloracético v que por ¢ t Ii
la ley de IBeer som ol fundamento de una colorimetria, ’ P e

‘ En ag6o se coupa e da actividad recién desculierta de ja alfu-quimatrip-
st de deshigar enlaces carborades, comprolada sobre numerosos suatmti,g
(Ie‘ sintesis v que publica con el titulo “Sobre Ta activicdad desnml:’uic*: tlte 1:1
alfa-gquimotripsina®™ en la Revista Fspaioli de Fisiologia. o (

Al ELﬁOI_?igll‘i(‘lltC pana por oposicion la Citedra de g]_’)i.':(lnimi-;;l de 11 Fa-
cultad de Ciencins de Bareclona, primera en Espaiia, (re regenty en la ) "t. ‘
:.i)dzl'(l ‘j'untf'}lcon la Jefurura del Laboratoris de ]5i1_‘n|uimic: élel-\ IIlSti(tL;:::J “(?(j

(Junmica del FPatronato Juan de 1o Ciery: SO 1O en Barcelora,

Como resumen de :J;u 2lCti\'i([€l§ :‘ii-\lllri(f]‘lzlélc(ic511|]1:tv‘i Ul"B'MCdOL‘L

Loy . _ i densidad como hemns
2 - originalus sintess orgamea v ogqumnca de los alealvides v
desde que inicion su lalior investigadera en Dioguimica hasta la fecha h'{ﬁ‘
aparecido ofras 3= memaoriax, conjunto bibliografico que damos al final (

A[)art‘e o labior docerte v de fnvestigacion tan sucintaimente e.\'pl;&it(’l.
ha tl';'t‘flut‘ldi: la “{_jl'i}l]’ic;Ll Organica pary estudiantes de Medicina”™ de Bag-
arr. libro de valor diddetive editadn en Barceloni en 1633 v dos velimenes
e "S.i.ntcsin' Organicas™ de Giouay Drate, v es agtor de wa = Hoguinnea
para Cuimicos, Mdédicos v Farmacéuticos™ de T que se han publicade dos
ediciones. en 1636 v 1061,

Y pasamos al 0.}11‘1(.-nltm'io del discurso de nuestro amigo, a quien rogamos
excuse nuestrn atrevimiento inchudible, en cuanto 2 su trabajo experimental
de ura rurte v a taenzine terapin en altim fugar.

Se manifiesta el mérito del Profesor Capvir Prats al adaptar, creemss
yue por primera vez la microtéenica de FFrian a la determinacion de Ia alfa-
q%llll]t'lfril}sflla, aplicando la caseing marcada quinicamente, v al senalar las
diferencias existentes ertre este enzima v la tripsina en los ('lue las activida-
des esterasica vy desmolisica no son correlativas respectn a los nrevns
sustracos,

En cuanto al estudio de ln actividad de la alfa-quim - tripsing, parte im-
prtarte de la labor experimental del Dr. Carnver Pravs, son notables las
pi'n‘ticularidadcs (ue mmestra como esterasy sobre diversos sustratos, por
eremplo, la influencia de la naturaleza el sustituvente en para soportado
ror el arilo de los fenilacetats: es curicso que el 1'\itro<_lcri\-'zu;ln se hidrolice
con velecidad mavor que el producta de su reduceion v oque coustituya v
sustrato mads susceptible el derivadn metoxilado que ¢l compuesto con
hidroxilo fendlico lihre,

Pir lo que se reficre a Ta actividad desmoldsica, ésta ha sido estudiada

sobre sustratos aromdticos con cadenas laterales de 3 a 3 eslzhines, con el

nticleo sustituide en para y, también, sobre los esteres v dcidos libres. Si se
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trata de conpuestos ol cadenss de winco carbones, parcee que los dos
extremns de la moléculn se influyen mutuamente, favereciendo o inhilvendo,
ceuin Jos casos, la actividad desmolasica ; en efecto, en tanto que el p-hidro-
,\'i::cido libre v su ester son degradados, el p-aminoderivado solo experimei-
ta la accion desmolisica si su grupo carboxilo se halla esterthcado, perma-
neciendo inatteradir, irente al enzinn, el dcide libre. Es evidente que uro de
plens ;_:1-111.105-—21111i1‘i'~‘0 o carloxilico — inhibe la actividad desmoldsica.
Per otra parte, Ja inhilicion se manifiesta siempre solire los p-nitroacidos,
lihres o esterificados.

[0x curioso que al actrtarse la cadena, pasanda por ejemplo del fenil-oxo-
_valerianato wl oxo-hutirato, la accidn inhibitoria que acabamos de mencio-
aar, atribuida al ritrodlo, desaparese, siendo escindidos tanto el nitro acido
come sus esteres. En cuanto o les paming sustituidos, lo son si el enzima
actia sobre €l ester pero 1o sl se hallan como acido libre, Sila crdena se
acerta en otro eslabon, pasando al fenil-oxo-propivnato, la escision ticne
luear tanto sehre el p-nitri- sONo sobre el p-amino-derivado.

Iin vna segunda parte, el Profesor CaLver DPraTs estudia experimental-
mente Ja accion sobre el poder proteolitico de la tripsina v de la %-quimo-
tripsina, de casi un centenar de sustanctias diversas, jllorganicas unas, orgi-
picas la mavor parte v, entre cllas. algunos mediciomentos. Aunque la abli-
eada Brevedad nos veda ¢l comentar ejste trahijo, no por carecer de rterés,
sin : precisamente [T todo 1o contrario, nos permitiremos destacar la par-
ticular circunstaneia de que micntras el hiprrato de metilo es desilrblado por
la #-quimotripsitd, b acido hiptirico inhibe la capacidad proteolitica del
enzima subre la caseina. Posiblemente la accion inhibitoria pueda interpre-
tarse a traves de un proceso de desnaturilizacior del enzimi,

La altima parte del interesantisinio trabajo del Dr. CapvEr PrATS s€
refiere a la accion entre Jos enzimias (ue nos ocupan v los tensuactei-s de
sintesis, con formacion de conmpuestos poco solibles ceando se hallan en pre-
sencia cantidides determinadas de enzima y detergente.

1os progresas de la Bioquimica v especialmente los avances en €l campo
Jde ln Enzimologia han Jemestrado 1 relacién existente entre el estado pato-
Jogico. en general. ¥ el descquilibrio v falta de coordinacion de los sistemas
enzimaticos del organismo, relacion comprebada experimentalmente,

Al alterarse un tejido. por una agrestén de cualyuier tipo, se vierten al
torrente circulatoric elizimas que aleanzan muchas veces niveles séricos anor-
malmente altus. Ton la actualidad, la determinacion del contenids ¢n gluta-
mico-tralacteo-trsamrasie en el suero en el que se hallan hasta veiufe
vecss Ta cantidad normal. fvoreee el diagndstico precoz dcl infarto de mio-
car ie, aun antes de que en los electrocarcdiogramas aparezcan los 51gN0s
Hiricos de la cardiopatia: ol curss clivico de la misma puede segtirse valoran-
Co la deshidrozenasa Tcticn del suern, l.as hepatitis viricas agudas se reco-
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nocen, cuando no se aeusa tordavia L disfuncion hepatica, por el considera-
Ble aumente de la concentraciom en glutamico-piruvico-transaminasa que
piede aleanzar una concentracion sérica de hasta cien veces la normal.

Del cunocintienty de estos fendmenos ¥ de muchos otros de naturaleza
jdéntica. relacionados con estados morbosos, derivan los fundamentos de los
lllétnd(l% enzimoterdpicos que consisten en fa aportacion exdgena de enzimas,
o coenzimas, pari compensar sy deficiencia, para cuyo fin se hallan ya pre-
parados en el arsenal terapéutico, o la administracion de inhibidores que
modifican o limitan la actividad exaltada de ciertos sistemias enzimditicos.
Son muchos los farmacos sintéticos que muestran poder inhibitorio 1til,
como analgésicos, autipiréticos (dcido acetilsalicilico, los gralcohilderivados
de Ia 1,2-difenil-3,5-dtoxo-pirazotidina, la salivilamida, el dcide gentisico
después e su hioamidacion, ete). También actiun de modo parecido los
tensoactivos de cardcter anionico, de cadenas lineales de 11 2 18 atomos de
carbono. saturados 1 no, como los jabones sidicos o las sales del acido dode-
cilsuliarico, dependiendo, al parecer. la actividad, de Ja longitud de las ca-
denas.

lLos efectos de lus altimos sobre la accion de la tripsina y la %-quimotrip-
sina hun sido investigados por ¢l nuevo Académico, quien ha comprohado la
formacion de combinaciones estables de tipo salino (unién electrostatica) en
las que intervienen los geidos con carga negativa v 1os grupos hasicos — ami-
nicos o imiticos — de los aminoacidos hdsicos ue se integran en la molécula
enzimatica (lisina, arginina} (ue guedan Wogeadas impidiendo, seguramente,
Ta aceion tipica del Diveatalizador, tal vez pot pérdida de su ordenacion ter-
ciaria caracteristica. Tales productos, practicamente insolubles en medio
neutro, los propone, como nuevas formas farmacetiticas, para la administra-
cibn parenteral e los enzimas en SUSpPEnsion acuusa o €oNnw comprimidos
para su implanfacion.

La tripsina v lo Z-yquimotripsina son protensas cristalizadas del pancreus
hovine que se administran por sus propiedades proteoliticas y antiflogisticas,
para combativ la inflamacion y el edema. El mecanismo de la inflamacion
Jocal parece deherse a un desequilibrio enzimo-proteolitico en los tejidos, con
deposicion anormal de fibrina y otras proteias en las paredes de los capila-
res, cuya permeabilidad reducida puede recuperarse por redisolucién de la fi-
hrina v metahemaglobina depositadas. la accion de cada uno de amhos
enzimas no ¢s idéntica — va 1o hemos dicho — por 1o gue resulta muy efec-
tiva Ta administracion simultinea de los dos. Se emplean tamibién, para la
climinacién de mucosidades hrongiales deshridamiento de adherencias pleu-
rales v peritoncales. en heridas infectadas, (quemaduras, dleeras varicosas,
tromboflebitis v en la periartritis escapulo-humeral, La g-yuimotripsina s¢
emplea en cirngia de la caterata para disolver las fibrillas ue sostienen el
cristalino (zonulolisis enzimdtica).
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La accion, directa de Ju tripsina sobre Ta fbrina en la que, aparte <y ca-
ricter proteolitico especifico, interviene un cfecto activador sobre la profi-

hrinalising, se reduce o llega a anularse si se inyvecta por viu parenteral come’

consecuencia de la presencia de mhilidores plasmaticos, Sin embargo. Ta me-
dificacidn de Ta tripsina, o de la %-quimotripsina, por jormacion de comple-
jus con la heparini, por cjemplo, abre en estos casos nuevas posibilidades en
el campwr terapéuetico. 151 complejo tripsina-leparina anula 1o actividad de
dichos inhibidores hasta el punto ed conseguirse ntensos efectos hbrinoliti-
cos I vive T, netamente superiores a los de la tripsina aistada con activa-
cion de li lipasa sérica, capacidad de que carece ef enzima puro.

l.a  desexirihonuclensa parereaticn escinee  hidroliticamente ¢l acide
desoxirihonueleico v las nuckeoproteinas, siendo de aplicacidn, asociada a L
tripsina, para facilitar el deshridamiento enzimatico de heridas, aun carecien-
du de actividad proteolitica o antiinflamateria, 11 Veterinaria se utiliza en
ol tratamiento de la mastitis hovim, abscesos, sinusitis v otitly externas,

I.a hialuronidasa o factor de difusion del Irof. Durix Revxars, al que
nos habiamos referido anteriormente en este mismo lugar, aumenta la per-
meabilidad del tejido conectivo por hidrolizar €] dcide hinlurénico, mejorando
la difusion de los farmacos que se administran con ¢l enzima, Se emplen aso-
ciadda acla hermona adrenocorticotropica ACTH v los corticoides v, s hay
(que recurrir a la via intramescular, con aiestésicos Toeales v la penieilin,

Los cfectus secundarivs de este antibidtico pueden contrarrestarse eon la
penicilinasa, enzima de considerable especificidad que o escinde por hidro-
lisis, liberando deido penicilotes, de anillo Tactimico abierto, =in actividadl
alergénica,

Suon interesantes los resultados que se van registrando con ¢l empleo de
la hepatocatalasa, enzima de accion peroxidasica v, al parecer, calesterolitica,
en el tratamiento de la arterioesclerosis por reducir el nivel hemdtico del
colestera] — ademds de taunta signficacion en dolencias digestivas v de tipo
dermatologico — aun cnando algunos hioquimicos atribuyen esta accién a
nterferir Ins sistemas enzimdticos responsables de lTa biosintesis del esteroi-
de. También se manificsta de interés Ta catalasa en el tratamiento de la gota
por suponérsele actividad uricolitica.

Hace va afios se utiliza la cocarboxilasa, coenzima fundamental en el
metabolisma del dcido pirdvico y otros oxoicidos del ciclo de Krebs que
juegan papel importantisime en el coma diahético, descompensaciones cardia-
cas, neuritis v polineuritis, consecuencias todas de T disfuncion metaholica
de los glueidos.

Son también conocidos oy efectos de Ia nicotinamida, parte esencial de
la molécula de Tas codeshigrogenasas, de las riboflavinas (Vitamina B,) que
actiian comeo coenzimas de las oxidasas flavin-enzimicas, del acido tetrahidro-

5O

iolice v de a cianocobalaming, coenzimas del metabolismo manocarbonado ¥
es de ('_‘.':il)(:'l‘lll' L aplicacion. terapéutica de otros cofuctores como ¢l fosfaty de
piridoxal v el coenzima A de la activacién de los deidos grasos.

[.a Gitima parte del discurso del Prof. Canver Prats sobre la forma-
cion de compuestos poco s Jubles, yue va hemos comentado, es de interés
excepeional por descubrit nuevos horizontes al campo enzimoteripico (uc
nos recterdan lus que aparecieron con el descubrimiento de las insulinas re-
tardadas. Confinmos, esperanzados, tenfende siempre en cuenta que los pre-
parados clizimaticos, como proteinas extraiias al organismo, pueden actuar
como alergenos, que las nuevas formas de administracion prolungada pro-
puestas por ¢l recipicndario contribuvan al pervenir de los métodos enzinll’o-
terapicos cuvo estudio desseamos prosiga en el seno de nuestra Corporacion
para heneficio de la humanidad doliente, ; Bienvenido I'rrxaxpo CaLver

Prars!

He dicho.
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