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L‘gnglitu_\'i' un error de concepto, con el con-
siguiente perjuicio para un buen conocimiento
de la fisiopatologia gastrica, considerar siem-
pre como coexistente la hiperacidez y la hiper-
fermencia por un lado, y la hipo- y la anacidez
y la hipo- y afermencia por otro, ya que si tal
sucede con frecuencia no es en todos los casos.
For ello, entre otros motivos, y dado que lo que
e Gltima instancia nos interesa es la capacidad
digestiva o agresora del jugo gastrico, el que el
udio de la acidez libre y combinada, aun con
todas las precauciones de rigor, suponga un ana-
lisis muy parcial e insuficiente, y mas dado que
ia proteolisis, accién genuinamente enzimatica,
s realiza en funcién de un determinado pH, el
cial no va paralelo siempre con aquéllas. Tal
accicn enzimatica ha sido adjudicada en forma
exclusiva a la pepsina, fermento gue requiere
fara su accion un pH 6ptimo acusadamente
tajo, como es, a titulo de ejemplo, el de 1,9 si
1 substracto es hemoglobina v el 2,2 si es edes-
lina, i
’Eal;i 1;(‘-,}..511};1‘ no es, sin embargo, la 1'11’1i(‘a pro-
~4sa gastrica. Aunque ya en 1929 WILLSTAT-
ff?ra\(tBo:“{;\\ dc‘mi:sl_rafronl la existencia en los
"y acti.vid't lm“llt.('i.sd. gastrica de un fermento
sing. de otr‘ri(- Sl%tltl»plu:a‘ sc'm("ra_nti" a la catep-
trarle -en vljh' (:"4'”.1.“5",”” consiguieron encon-
oo ligado g ‘]]ll,,j 3, g.;u.sn‘wn. cnngl(im'andnlo por
105 de FRP'L“[JFi f.l‘.']tfl?l. I?.E';.ffl partir de los traba-
{0 o !‘_méf%« 1['1:{“-' y Buc HS, en 1940, estudian-
Mienzg g ."r(-‘ftl'h{v é-»'ll\-() en ninos, cuando se co-
iugo géﬂtrh-oh in ‘(1tg‘m.~1nn a este enzima del
nSierg ,-.'] .‘Iti.u._\-n Importancia se _dgwiucf‘ de
i6n de Jog I]. ._U‘ptmm a que se verifica la es-
% 48 noren: i-lutuiqs. }fin efecto, en gran nu-
farg e Fmales, tanto nifios como adultos, sélo
bptimg "Ehf(‘];ﬂgt‘ft.f]osmiés de una comida el pH
fre Jg activiq pepsina, a pesar de lo cual no su-

ad proteolitica. Tal sucede también

N log ane;
1 108 ap : : :
licgg, 2DOS y en muy diversos estados cli-

Bl medio ge

%gundy bilmente acido en que actua la

ling, g Proteasa géstrica—de 3,3 para la edes-
ety Illzt"a la gliadina, de 4 para la casei-
9albimina y de 4,5 para la gelatina,

segun BUCHS—Ila presta gran interés. A su pe-
sar, ha sido pequena la atencién que se le ha de-
dicado. Aparte del trabajo de este autor, al que
el estudio de su cinética le induce a considerar-
la como una catepsina, a favor ante todo de su
activacion por el SH, y el cianuro, entre otros
caracteres, han sido MERTEN y MILHAUD y EPI-
NEY los (nicos que se han interesado por este
problema.

Sin embargo, a pesar del limitado nimero de
trabajos sobre ello, los resultados obtenidos son
discordantes. Asi, MILHAUD y EPINEY, traba-
jando con pepsina cristalizada, la cual contiene
amkas proteasas, no han visto activaciéon por
el eianuro potésico, ni por el SH,, ni por la cis-
teina, por lo que niegan la presencia de radica-
les — SH interviniendo en la actividad de dicha
proteasa y por ello el que se trate de una genui-
na catepsina. Por otro lado, MERTEN, emplean-
do hemoglobina como substracto en lugar de
edestina, no ve tampoco tal activacién por el
SH, ni el cianuro, lo que atribuye, considerando
los datos de BucHS, a que conteniendo la hemo-
globina activadores naturales, actuarian éstos
directamente o al liberarse en el curso de la
hidrclisis, enmascarando la accion de aquéllos.

Por todo ello, y pensando en investigaciones
futuras, hemos creido de interés hacer algunos
ensayos sobre la cinética de dicha proteasa ca-
téptica para formarnos asi juicio propio y co-
nocer su modo de aceion en las condiciones ex-
perimentales que juzgamos mas adecuadas, al
fin de establecer una técnica de valoracion que
dé suficiente exactitud en trabajos de investi-
gacion, no fuese de excesiva complejidad para
utilizarla en la clinica. A este respecto estudia-
mos el influjo de la temperatura, tiempo de hi-
drolisis, concentracion de la enzima y del subs-
trato, asi como la de hidrogeniones. Como com-
plemento se examiné el de la alealinizacion, el
del cianuro potasico y el del SH, como datos los
mas interesantes de su cinética.

METODICA.

Para ello se empled, en primer lugar, la edestina Merck
como substracto y como muestra enziméatica jugo gadstri-
co privado de moco, haciéndose en todas las pruebas de-
terminaciones testigo con cada uno de éstos solos, El gra-
do de digestion del substracto se valoré por el reactivo de
Folin y Ciocalteu, empleando para la curva de calibra-
cién una solueién de tirosina de 20 mg. por 100 ¥ como
disolvente una solucién 0,1 normal de CIH. Las lecturas
se hicieron por fotocolorimetria.

La constitucién de los tres sistemas utilizados en la
valoracién fué: 5 c. c¢. del tampén—acido citrico-fosfato
disddico-—de pH de 3,3, 1 c. c. de solucién de edestina v
0,2 c. c. de jugo gastrico. En uno, el sistema completo, ¥
en los dos restantes faltando la edestina o el jugo, siendo
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sustituidos por agua destilada para asi obtener los tes-
tigos correspondientes. .

Al objeto de fines comparativos, y para el analisis de
1n Cinujl_{c:‘ del enzima, al margen de la posible influen
cia del medio en que wwentra, o sea el resto de los
componentes del jug
andalogos una s on popsina
CIH N/33 al 0,42 por 100, en lugar

s20 ent

studié en sistemas

t Merck en

RESULTADOS.

1. Influencia de la temperatura.—Siguiendo
las condiciones experimentales senaladas, se so-
metid el sistema enzimatico completo, tanto el
constituido por el jugo gastrico como el forma-
do por la solucion de pepsina, a las temperatu-
1as de 15, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 grados. El gra-
do de digestion logrado se expresa en el cuadro
y figura 1.
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Fig. 1.

Como puede verse, el 6ptimo de temperatura
fué de 60 grados dentro de las estudiadas, lo
que se corresponde con el de 63 que sehala
BucHs. Tal éptimo es el mismo para la pepsina
cristalizada que para la proteasa del jugo cuan-
do ambas actian a pH 3,3, o sea, digamoslo asi
de-momento, en acecién catéptica, y muy distin-
to del de 50 grados que es el correspondiente a
dicho proteasa, tanto cristalizada como del jugo,
cuando se estudia al pH de 2,2, en el que como
veremos se manifiesta una accioén pura y genui-
namente pepsinica.

Ademas del llamativo paralelismo que presen-
tan ambas curvas, la obtenida utilizando la so-
lucién de pepsina cristalizada y la lograda em-
pleando jugo, tiene interés la diferente conduc-

L5 Oetubgy tiy

ta de las curvas de ascenso y de dege
ve la primera y brusca en su caida 1
de forma que a los 80 grados est

[ =

QHSU;EUE_
© 1a Segungy
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nuida, y proxima a su desaparicion, g il‘f:livid
del enzima. Tal conducta, que hace que ing| ad
los 70 grados se manifieste una acti\'idadmw
tente cuando actiia a pH 3,3, es tanto mag lia“‘
mativa, dada la gran sensibilidad de I3 IJQFE:-::
a la elevacion de temperatura, cuande aclil;an:
pH 2,2, para este substracto, en accign Denu;
namente pepsinic a, y que hace que !"ﬂﬁild%s ]Eril
65 grados esté practicamente inactivada e "
efecto. Si del analisis de las curvas puede d,-‘.{{u'
cirse una accion aceleradora de la reaceis

elevarse la temperatura, también hace pens

i

en el sentido de una actuacion directa sohre

1

e€nzima, como ya se ha exj resado MERT N, 2
mentando primero su molécula activa para o
ginar a la larga su desnaturalizacion.

11. Influencia del tii mpo de cale F'm'.--..;: -
En el cuadro y figura £ expresan los dats
correspondientes al tiempo de hid '
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Como era de esperar, y como COr
toda accién enzimatica, la hidroélisis

al aumentar el tiempo de calefaccién sif ® T
se una linea recta, sino una curva de P
rabélico. Aqui son también paralelas
cida por la accion de la proteas
jugo y la de caracter cristalino.

la prov¥
a naturdl ®




CATEPSIN A
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yueso !

a de la concentracion de enzi-
lismo que existe también aqui
razadas empleando pepsina
jugo gastrico es elocuente. Ello
By expresado en el cuadro y figura 3. Tales
Queda{"l.) obtuvieron empleando, en sistemas
el = cantidades crecientes de jugo gastri-
Ms[jl‘toi;g‘\' de pepsina cristalizada en otro,
# En, Edn.a. todos un 1 c¢. c. de la soluciéon de
A “i«, v fampon hasta 7 ¢. ¢. Como puede
tilesciarl‘siu el gl';lt_lu de hidrolisis aumenta al ha-
L;r!rz Ja cantidad empleada de jugo y por lo tan-
LL Ja concentracion ,dv enzima; sin gn'lhar;_{(_;,' no
aiste tampoco aqul uni:}_ n-];:ru.n_l ‘r_in'cota. ofre-
dendo la curva un ]‘u-r-ll }:u_i'::b:'alu_-n. Una con-
:iucta totalmente ;:n;n!u;-_:u existe ql t’lll[.?llt.'ill‘.. en
year de jugo, goluciones _th- pepsina cristaliza-
i a distintas concentraciones.
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CUADRO III

spADO DE DIGESTION PRODUCIDO SEGUN LA CON
CENTRACION DE ENZIMA
Miligrar Cantidad de Millgramos
le tirosi gsnl. pepsina de tirosina
0,224 0,2 ¢ 0,373
on
0,2l 0.4 0.528
0,320
anpe : ) BTR
0,396 49 4 b
0,442 1,2 ¢, « 0,710
0,484 1,6 c. « 0,723
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“ig: $~Influencia
luencia de la concentracion de oenzima

iri:&,jjg;”:"“'fﬂ de la concentracion del subs-
atida g ;n.-_-lu’d_u de hidrolisis, y por tanto la
enty o) hmlill%:l'amns de tirosina liberados,
®ntracion rl(»iat.{lllo dentro del sistema la con-
G Este 1o oﬁﬁi h,uh“.l_!_‘act{). tanto si forma parte
2i6o; E o] (4-.1“‘“-‘ f‘llstflllza_!;la como el jugo gas-
£ 8 expregg (1‘ll.l1'fl [V y figura correspondien-
Emenll‘aci}.ﬁ :‘:{'_i‘_-dlo de proteolisis empléando
PEMosicigy ((M distintas de edestina. La su-
Olity, y o _d‘n_l_bas curvas es como se ve ab-
teoto, © -0 Perfil, como era de esperar, mas
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CUADRO IV

GRADO DE DIGESTION VARIANDO LA
CION DEL SUBSTRACTO

©

CONCENTRA

Miligramos de tirosina

Concentracion del substracto

jugo gastr.

Sistema con

pepsina crist,

0,96 por 1.000..... 0,260 0,300
Lo oneelasvav e B 0,328 0,368
J . . i 0,460 0,499
3 X RS ; 0,656 0,696
mgrs. de
tirosina
071
0'6
0’5
04l
0'3
02 - -
| 2 3 - 5 9 7
Fig. 4

V. Influencia del pH.—Como aparato de re-
gistro se utilizo el ionémetro de Lautenscha-
ger. Y para su estudio se emplearon tampones
de pH distinto, confirmandose la existencia de
un 6ptimo de accion a pH 2,2, con la edestina
como substracto, correspondiente a la accion
pepsinica propiamente dicha. Continuada la cur-
va a pH superiores, se ve, de acuerdo con lo ha-
llado por BucHs empleando este substracto, una
elevacion posterior y de altura mayor a pH 3,3,
con una depresion intermedia, como se aprecia
en la grafica 5. Analizada ésta se ven, pues, dos
Optimos de accién: el uno, a 2,2, corresponde a
la clasica accion de la pepsina en el sentido mas
estricto, y el otro, momento de actividad aun
mayor que tiene lugar a pH 3,3, debido a la
misma enzima en accion de proteasa catéptica,
Entre ambos hay una depresion, de menor ac-

cion proteolitica, a pH 2.8 (fig. 5).

100 |
90|
801
60|
40|
20

"

pH 1 2 3 4

Fig. 5.- Influjo del

i

pH sobre la actividad enzimAatica del
jugo gastrico
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Tal tipo de curva tanto se ofrece c-uanclu_ se
utiliza el jugo gastrico como fuente de enzima
como cuando lo es la pepsina cristalizada co-
mercial. Tiene interés el que mientras la linea
de ascenso de la curva, a partir de pH de 1, es
lenta, su caida a poco de sobrepasarse el opti-
mo de accicn catéptica es brusca y muy acusa-
da, descendiendo notablemente y casi en forma
vertical, a partir de pH de 4, para ser casi nula
al de 5. Sin embargo, una vez alcanzado este
pH, una nueva acidificaciéon hace recobrar la
nctividad enzimatica.

VI. Influencia de la alcalinizacion. — En
cambio, pudimos ver que si se somete el jugo
& una alcalinizacién, y sobre todo si ésta llega a
ser franca, se produce una inactivacion de ca-
racter irreversible, de forma que una vez logra-
da, y actuando durante un determinado tiempo,
al volver tanto el jugo como la solucién de pep-
sina a un pH 3,3, queda su acciéon enzimatica,
tanto pepsinica como catéptica, inactivada en
un tanto por ciento variable, que depende en
parte del grado de alcalinizacion.

Para estudiar en su detalle este aspecto dis-
pusimos el estudio que a continuacién detalla-
mos, llevindole a cabo por separado, emplean-
do pepsina cristalizada y jugo gastrico, este 1l-
timo obtenido en ayunas y de pH 2,55. Para am-
bos hicimos previamente una experiencia pa-
trén, empleando el sistema senalado en la me-
toédica y preparado empleando 1 c. ¢. de la so-
lucién de edestina al 1 por 100 y un 1 c. c. de la
solucién de pepsina en 1 y 0,2 c. c. de jugo gas-
trico en el otro, sometido ello a temperatura de
40 grados durante un tiempo de diez minutos.
Tales condiciones son, a nuestro juicio, las mas
adecuadas, en razén de los resultados que he-
mos expuesto en los apartados anteriores. Tales
experiencias patrén las realizamos empleando
tampones distintos de pH 1,0, 1,8, 2,2, 2,8, 3,3
v 4. Con sus resultados, los cuales constan en el

4] m'"uhre i
t

cga‘u‘l:‘o V, se construyé la grafica del
numero. Todo esto se :-mnplonmnf{; cH g
periencias de inactivacion. Cagy unamzi la.g -
era una repeticion de la anterior, pen o
diferencia de someter previamente dﬁr? 5o
hora, a la solucién de pepsina a 1.{,5 ;{mte ing
5,5, 7,0, 7,5 y 8. Igualmente se hizg HFexd" 40
C.iaT. paralelas con el jugo gastrico, 1o qulifl;;‘ﬁ'
tiplico enormemente e al de las :
r_-thn. te el total de lag levadag 4
Como se ve en el cuadro V y en la figyrg ¢
la Inactivacion que experimenta la enzimg ta:'
to en su acecion I-('IESI?!it'}l como L'}lll"frﬂca‘ (';1’1];‘
ln‘ln:l_\'iil' :_.-11:1111:1 mas elevado esg gl pH a ‘U;
fue sometida }'I‘t‘\'iilllil-llh' para [[‘_,g:“. a q\t”

practicamente total al actuar durante yng hors

- . 1 horg
un pH de 8. Tales efectos se logran, como pue
de apreciarse, lo mismo si la fuente de t_m]m'_‘

es el ‘illgt.) ;_;'."lh'lllit'j} como si lo es la Pepsie
na cristalizada, Sefialan MILHAUD y EpiNey ls
mayor sensibilidad de la catepsina a la alegi.
nizacion comparada con la pepsina, asi como g
desviacion que experimenta con aquélla el pH
optimo de la aceion de la pepsina hacia cify
por bajo del que es normal para ella. Nus
tras observaciones, sin embargo, sélo confir
man esto en parte; ciertamente que el perfil
de la curva trazada empleando sistemas en
zimaticos a distintos pH tiende a perderse,
ser menor su depresion central, conforme la i
tivacicn previa se llevé a cabo a pH mé
0s. Sin embargo, siempre prevalece, o -
nos es de igual intensidad, el grado de proteol:
sis por via catéptica comparada con la consegui
da por la accion pepsinica. Unicamente llegd ¢
ser aquélla menor, pero en grado muy liger,
cuando se inactivé previamente a pH 75 ¢
jugo géstrico. La sensibilidad, pues, a la aleal:
nizacién de la primera y de la segunda protes:
sas gastricas fué practicamente igual. En can
bio, y de acuerdo con aquellos autores, miel
tras la alcalinizacién no modifica el pH Gptime

el

CUADRO V

EXPERIENCIAS CON PEPSINA CRISTALIZADA

MILIGRAMOS DE TIROSINA POR 100 -

DI dat wtEtems o e Inactivacién previa du!';lnh‘ una hora o II_H o _} —
enzimfitico inactivacién 4.0 55 7.0 7.5 “'l_
1,0 0,121 0,120 0,105 0,081 0,075 “ggl
1,8 0,278 0,251 0,205 0,160 0,095 o
2,2 320 0,273 0,215 0,171 0,095 ]-ﬂs,‘,
28 0,251 0,235 0,189 0,135 0,080 "9"935
33 0.333 0,300 0,241 0,175 0,100 0,082
4,0 0,153 0,132 0.100 0,062 0,050 T

EXPERIENCIAS CON JUGO GASTRICO
- p,02
1,0 0,202 0,175 0,165 0,150 0,125 :1 05
1.8 0,310 0,285 0,255 0,225 0,150 0.0%
2,2 0,341 0,310 0,260 0,235 0,170 0025
2.8 0.315 0,275 0,235 0,202 0,135 0,025
33 0,362 0,325 0,275 0,240 0,165 0,025
4,0 0,225 0,150 0,132 0,100 0,080

_/
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atepsina, es evidente la tenden-
hacia un pH ligeramente mas
. ]a accion pepsinica. Todas las peculiari-
» saladas tienen lugar tanto cuando se

1. ne 8E1 y .
dades 8¢ o0 gastrico como con pepsina

i con JUEO R4 -
u_abaja C o

talizada.
H'\Sltﬂm.aq la conducta expuesta se observa con

peoluta constancia cuando se trabaja con pep-
408011%<

o accién de 12 €
{ a o desviarse

mgrs, e
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dad catéptica, sometido a un pH de 7,5, al vol-
verle a situar al de 3,3 se observa una notable
disminucion de ésta, que valorada se traduce en
una inactivacién que llega al 62 por 100. Algo
similar se ve en otra muestra del mismo jugo,
cstudiada tras conservacién a la temperatura
ambiente durante ocho dias; la inactivacién es,
sin emkbargo, ahora menor, cosa que hay que po-

sina cristalizada, se okservan en cambio algu-
nes divergencias del maximo interés cuando se
?.lacc- con jugo gastrico, sobre todo si es extrai-
do en diversas circunstancias. En el cuadro VI
exponemos algunos resultados que merecen
mencion.

_El caso nlimero 6 sirve como un ejemplo mas
G lo antes expuesto: en él el jugo de ayunas,
& franco caracter cido y con marcada activi-

INACTIVACION POR

tirosiné
04 . :
Sol de pepsina Jugo gastrico
03} m
0I2 | /\_/\
01}
0 & A A 1 i i
pH 1 2 3 1 2 3 4

ner en conexion con la pérdida espontanea que
sufre su actividad enzimatica durante dicha
conservacion. En los casos nimeros 14 y 15 se
aprecia también una inactivacién; sin embargo,
su grado es pequeno, ante todo en aquél, y mas
si se tiene en cuenta el pH a que estuvieron so-
metidos, sobre todo la muestra de ayunas. La
inactivacion es en ¢l de similar intensidad en
el jugo de ayunas y en el obtenido tras el es-

CUADRO VI

pH (JUGO GASTRICO)

e —
; :r pH Unidades Inactiv Unids Grado %
: oy catepsin a pH inactiv CONDICIONES
E E"z 3,7 7.5 1,4 62 Jugo de ayunas.
10 o3 24 7,5 1,3 45,7 Idem fid. conservado 8 dias.
1 495 2,1 8 2,1 0 Jugo de ayunas.
12 130 1,7 8 2.7 0 Idem id.
’ 33 2,6 8 2,5 1 Jugo de 2 horas después des-
‘ 13 8.4 ayuno café-leche y pan.
13 o 0 8 0 0 Jugo de ayunas.
e 0 8 0 0 30’ después desayuno de alco-
1 ox ho! (EHRMANN).
14 Al 2 7.6 1,8 10 Jugo de ayunas.
1t 1,8 6,8 1,6 11,1 30’ después desayuno de alco-
15 . ho! (EHRMANN).
1.5 4 8,3 1,6 25 Jugo de ayunas.
.\
Consigay,
de gq lderamog tomo unidad de catepsina la cantidad de enzima que libera 1 mg. de tirosina de un substracto

Stin.
bla go a3 tampon
ereq 1 ¢

ado o pH 3,3 en las condiciones de la experiencia. La cantidad de unidades sefialada en la tas
¢. de jugo gdstrico.
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timulo del alcohol. En concordancia con todo
esta lo visto en las dos muestras estudiadas del
caso numero 13, ya que si aqui no se n_abs_:vrvu
ninguna inactivacion se debia a la ausencia de
actividad catéptica, tanto del jugo de ayunas
como del extraido tras el estimulo; el hecho de
que el pH inicial de las muestras fuese, respec-
tivamente, de 8,4 vy de 7.4 lo explica, ya que por
ello cabe el que el jugo estuviese ya inactivado
intragastricamente, si es que no existia una
afermencia previa.

Existen casos que divergen de lo que se po-
dria esperar partiendo de las curvas de inacti-
vacién de la solucién de pepsina y del jugo. Tal
por ejemplo, en las pruebas 10, 11 y 12. En las
dos primeras se ofrece el interesante fenomeno
de la existencia de una normal capacidad pro-
teolitica, en accién catéptica, al llevar el jugo al
pH Optimo de ésta, a pesar de estar intragastri-
camente sometido a un pH de 7,35 el uno y de
7,95 el otro. En tales casos, como es justo, la in-
activacion es nula aun cuando se lleve el jugo a
un pH final de 8 durante una hora. Esta ausen-
cia de inactivacion, a pesar del medio, nos dice
que ello debe de deberse a una caracteristica
del jugo y no a que el fermento contenido en la
muestra acababa de segregarse, dado que es
preciso un tiempo de actuacion de la alealini-
dad para que ésta produzea la inactivacion.

Tiene también interés la excepcion que cons-
tituye la prueba 12, dado que aqui, a pesar de
poseer el jugo un pH inicial de 3,3, la elevada
capacidad catéptica que poseia queda practica-
mente inmodificada, a pesar de llevar la alea-
linizacion hasta un pH de 8. La circunstancia
de que este jugo, a diferencia de los anteriores,
procediera de la fase digestiva de un desayuno
normal—de café con leche y pan—, presta in-
terés y hace pensar en la probaktle influencia de
otros elementos del jugo sobre las acciones que
estudiamos, ya que ello no depende del simple
hecho de la respuesta al estimulo secretor, como
se desprende de lo antes senalado.

El influjo de la temperatura sobre el grado
de inactivacién producida por la alcalinizacion
era nula, como hemos visto en nuestras expe-
riencias, pero no asi el tiempo de actuacién de
ésta. La importancia de esto es fundamental,
como también ha visto MERTEN, asi como la di-
ferencia de tiempo que media desde la obten-
cién del jugo y el momento de la investigacién
(pruebas 6).

CONSIDERACIONES.

Aunque en otro trabajo estudiamos aspectos
de la cinética de esta proteasa, de importancia
a(in mayor, se deducen datos de gran interés de
lo ya analizado. En primer lugar, es evidente la
existencia en el jugo géstrico, al igual que en
la pepsina cristalizada, de dos proteasas, o me-
jor, de dos acciones proteoliticas, cuyo momen-
to de actuacion es diferente como corresponde
al tan distinto pH 6ptimo de cada una. Actuan-

10 ootabr
do ambas dentro del campo de |a Beide

cion de la pepsina se realiza a unrsz" la g
mas bajo que el de la segunda Proteass Emuchn
sentido, al igual que en lo que se l't"fier.e i
datos de cinética, como la influencig i i'iﬁlms
peratura, del tiempo de hidrélisis, ge 1: s
centracion de la enzima y de la de] substrcom
la conducta de la enzima del jugo se t:nrln;.gamo'
de en absoluto con la de la pepsing {:t‘islali.?ﬂla}?in.
De ahi que ambas deban considerarse comg '[a
talmente identificables. Ahora bien, I (‘x.isu.“‘
cia de dos rH Optimos de accion de la m,m:::
permite separar dentro de ellg la debida g 1,4:
que podemos denominar como primera v Beoun

_ 2 : 2un-
da proteasas gastricas, correspondiente

: i i Fl"_]ij.':l[;,
a la accion pepsinica o pepsina en el sentidg

mas estricto y ésta a la proteasa 11, identifics.
da por BUCHS y FREUDENBERG ¢omo una catep.
sina. La muy fé‘.][:t'r‘inl' sensibilidad a la tempe.
ratura de la primera proteasa, que hace que que-
de inactiva cuando aquélla alecanza cierta alty-
ra a la que la segunda despliega su actividad
permite con lo anterior separar en sus efectoss
ambas proteasas

Con ello se plantean algunos problemas d
gran interes: ¢l uno, el de si se trata ensidels
existencia de dos enzimas totalmente diferen
tes, o de una misma en acciones distintas de
pendiendo del medio, y el otro, el de =i la segu
da proteasa constituye o no una genuina cate
gina. Por otro lado, identificadas como iguales
la enzima proteolitica del jugo gastrico y la pep
sina cristalizada, como lo prueban los datos &
cinética aducidos, y lo confirman como veremos
en otro trabajo, su conducta ante el SH, y .El
CNK, queda pendiente de andlisis y discusion
la conducta variable que presenta en ocasione
la enzima del jugo ante la alcalinizacion, al me
nos en ciertos sujetos y circunstancias. Este
punto hace considerar muy especialmente el
medio en que se encuentra la enzima dentro del
jugo, v que no es otro sino los restantes con
ponentes del mismo en cuanto pueden influir

" su actuacién. Este punto merece, a nuestro i
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cio, una atencion especial y es motivo de ot

trabajo. iy i
Como hemos visto, y salvo excepcion, prot
ce la alcalinizacién en los jugos de pH acido uzt:}
inactivacién franca e irreversible, la f“gl :;1
trabajando con pepsina crista!izg&da df‘P*?l“ticem
su grado del alcanzado con aquélla y de B
po que actué entre otros factores, todoi'r 100
intervienen, més algunos inherentes atr::ib;‘
mismo, cuando es con éste con el que sem o
ja. Ello explica también el que, aunqué st
la norma observar diferencias ostt}‘{lﬂlble?ios it
los tantos por ciento de inactivacion deq ol &
gos de ayunas y de los segregados trtas .
timulo, se aprecie tal diferencia en algu
siones. ;

Los jugos espontaneame
inactivan: en unos casos, por est -
duda en el momento de la prueba, £ ctrich
bablemente por una inactivacion

i 8t
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ge no hubo una falta t]f: gecrecion. Mas

e casos, a pesar de ser ésta correcta, tal

en ”Ws i6n no se produce ni espontaneamen-
iﬂa"?“’:ff‘.,m,.d;._ Si esto exige una aclaracion,
;Ed;;:a{g de poseer gl':.ln 1i1‘1{c-ij:‘s idloi;de_ ‘.\‘-l '{1)11‘_-:{1110
de la patologld, la lln[l{l.lldﬂt.fd [,".‘ 1}’[,{.11111[_.'10 m.;
. menor, ya que nos pone en evidencia el que
o actividad cateptica dehll_ tanto puede ‘.l""
lmaqp a una hipo- o afermencia como a una in-
Eg{{\'acif}fl intragastrica, a pesar de una secre-
i ecta.
Nrfa:ﬂ:{:tg;tles de tal inactivacion dcbeu de ser
complejas. En primer lugar, es preciso pensar
en una d(-snaturu]izzu"l_nn de la ;_q-ntvma 'CFIH-il'_"
constituyente de la enzima, de caracter en cier-
ta forma similar a la que se |:n'adu(_-.|- t-spn_ntzl-
neamente en virtud de la conservacion del jugo
s la temperatura ambiente. Por otro lado, MIL-
gavp y EPINEY admiten como probable el que
la pepsina contenga un l‘fl(ii(';” rll\'l'll‘l‘llt"‘ﬂl(' aci-
do, quiza €l acido fosforico, el cual se liberaria
¢n las proximidades de la neutralidad. De uno
i otro modo, siempre quedan en pie las razo-
nes del por qué pueden inactivarse selectiva-
mente ambas proteasas, por el calor o por otras
acciones, hecho que puede explicarse si se pien-
sa que los radicales que determinarian la accion
serfan distintos para cada caso. Su destruecion,
¢l cambio fisico-quimico v, a la larga, la desna-
turalizacion, serian los responsables de la in-
activacion.

Finalmente, todo lo anterior hace pensar en
la posibilidad de una actuaciéon sobre activado-
res e inactivadores naturales del jugo, proble-
ma que a nuestro juicio puede revestir el mayor
interés.

si es q

RESUMEN.

Se hace resaltar la importancia que tiene
rara la digestién en el estémago, junto a la pep-
fina, la IT proteasa gastrica correspondiente a
la catepsina del Jugo o accion catéptica de aque-
Ejﬂ flfon tal nmt.i_\-'n se estudia la cinética de ésta
Mpleando pepsina cristalizada y jugo gastrico
Atuando sobre un sustracto de edestina. Se de-
Muestra en ambos casos que aquélla es idénti-
::'ti:act!ieinto ata.ﬁa_n la influencia de la tempe-
enzima, ‘_-*'E]Pn.' de hidroélisis, concentracion de la

uenpia_d(.lnm.cn!rucmn del substracto. La in-

b o f'JJItQi pH qlfj-(li’a patente en l,a existencia
frente alldn]'t:;) ndt' 2,2 para la acelon pepsinica
EXiste ung E‘d:“" [l.é_u"a la catepsina; entre ambas
PH 28 Ims,i{mrsmn de lapaca_:mn_ enz:n}a{wa a
mente | ac;{' (}]lun pH de 5 F]lsm111u3'L* 1:1t(=11§zl-
s al aciqify ‘l‘Vl‘( d("i de la enzima para recobrar-
talmente g, ﬁdl . En todos estos aspectos es to-
trico y dellfl [‘Onlb]() la conducta del jugo gis-

5 4 pepsina cristalizada. No asi cuan-

0 8e estyqi ; ; apiieie
s s tudia e] influjo de la alcalinizacion; aun-
1€ estq

tion ge I;“O?u?(_: en ambos casos una inactiva-
CUantg mag Elﬁl--m_"if y de la catepsina, mayor
Viamente g, oy fué el pH a que se someti6 pre-

enzima, de forma que una vez so-
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brepasado el de 8 es la norma que la inactiva-
cion sea irreversible, tal sensibilidad a la alca-
Iinizacion no es igual en todos los jugos, hecho
(que se interpreta como debido a peculiaridades
distintas de éstos al margen de su cantidad de
enzima. Tal influjo de la alealinizacién es res-
onsable de la falta de capacidad enzimatica de
10 pocos jugos, por lo que ésta tanto puede de-
berse a una genuina afermencia como a una in-
activacion intragastrica.
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SUMMARY

Emphasis is laid on the importance that, to-
gether with pepsin, gastric protease II (corres-
ponding to the cathepsin of the juice) has in
digestion in the stomach. On this basis, the
kineties of this enzyme was studied by using
crystalline pepsin and gastric juice acting on
an edestin substrate. There was no difference
in the cathepsin specimens used in both cases
in relation to temperature, hydrolysis time,
enzyme concentration and substrate concentra-
tion. The optimum pH for pepsin action was
2,2, and that for cathepsin 3,3; between kboth
values there was a depression of enzyme action
at pH 2,8. When the pH rose above 5, enzymic
activity was remarkably decreased; it was
restored on acidification. In so far as the as-
pects outlined aktove are concerned, the beha-
viour of gastric juice and that of crystalline
pepsin were absolutely identical. On the other
hand, when alkalinisation was induced, inacti-
vation of both pepsin and cathepsin took place:
it became more marked as the pH rose; when
the pH rose above 8, inactivation became irre-
versible, Such a sensitivity to alkalinisation
was not constant for all the juices. It is respon-
sible for the lack of enzymic activity of juice
in many cases, which may be due to genuine
enzvme lack or to intragastric inactivation.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird die Bedeutung der II Magenprotease,
welche dem Kathepsin des Magensaftes ents-
pricht, nebst der des Pepsins, fiir die Ver-
dauung im Magen hervorgehoben. Aus diesem
Anlass wird die Kinetik dieses Enzymes mit
Hilfe von Einwirken von kristallisiertem Pepsin
und von Magensaft auf ein Edestinsubstrat un-
tersucht. In beiden Fillen ist das Kathepsin
hinsichtlich des Einflusses der Temperatur,
Hydrolysezeit, Konzentration des Enzyms und
Konzentration des Substrates das gleiche: das
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fiir die Wirkung des Pepsins optimale pH ist
2,2 und fiir Kathepsins 3,3; bei einem pH von
2,8 kommt es bei beiden zu einer Depression
der enzymatischen Wirkung. Ueber ein pH von
5 hinaus fiillt die enzymatische Aktivitit stark
ab, erholt sich aber wieder bei Ansauerung.
Bei allen diesen Vorgingen deckt sich das
Verhalten des Magensaftes vollstindig mit dem
des kristallisierten Pepsin. Alkalisiert man
hingegen, dann kommt es zu einer Inaktivie-
rung des Pepsins und Kathepsins, welche umso
ausgeprigter ist je hoher das pH ansteigt; bei
Ueberschreiten von 8 ist die Inaktivierung nicht
mehr umkehrbar. Diese Empfindlichkeit der
Alkalisierung gegeniiber ist nicht bei allen S&f-
ten dieselbe: sie ist bei vielen Siften fiir das
Nichtvorhandensein der enzymatischen Fihig-
keit verantwortlich und ist moglicherweise auf
eine genuine Afermentia oder eine intra-gas-
trische Inaktivierung zuriickzufiihren.

RESUME

On fait ressortir I'importance que pour la
digestion dans 'estomac représente, unie a la

CINETICA DE LA CATEPSINA DEL JUGO
GASTRICO

II. Influencia del SH, y del CNK sobre
su actividad.

M. Diaz-Rusio, F. SEGOVIA y A. MILLAN.

Clinica Médica Universitaria de Sevilla.
Catedratico: Doctor M, DiAz-RUBTO.

Como complemento de nuestro trabajo ante-
rior sobre cinética de la II proteasa gastrica,
hemos estudiado la influencia del SH, y del
CNK sobre su actividad. Su interés estriba en
diversos motivos: primero, por los resultados
discordantes obtenidos por los autores, que en
muy escaso numero se han ocupado de este as-
pecto; segundo, para precisar o denegar la na-
turaleza catéptica de tal accién enzimatica vy,
finalmente, por la trascendencia gue su conoci-
miento tiene para la fisiologia y fisiopatologia
gastrica.

Es un hecho, al parecer cierto, la existencia
en la pepsina de grupos aminados libres y en
especial su riqueza en tirosina. Trabajos de HE-
RRIOT, asi como de LI, han demostrado que aun-
que la molécula de pepsina contiene una o dos
histidinas que pueden ser halogenizadas y, por
tanto, reaccionar, este papel le incumbe prac-
ticamente en su totalidad a la tirosina, de la
que 12 de sus 17 grupos tirosinicos pueden ha-
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pepsine, la Il protéase gastrique, qui
pond a la catepsine du jus. A ce sujet Dnc‘,)m"-?‘
la cinétique de cet enzyme, en cm['.l{;'yantegud]e
pepsine cristallisée et du jus gastrique, apj o
sur un substratum d'édestine. [:ans'h,gssam
cas, la catepsine est la méme, en ce qui -mnem
ne l'influence de la température, temps dcﬁr
drolyse, concentration de I'enzyme et.cun&n}‘
tration du substratum. Le pH optime I"'-n'
action de la pepsine est de 2,2 et poyr la..lcl;lir
tepsine de 3,3; il existe entre les deux une d(":
pression de l'action enzymatique 3 pH 28
Passé un pH de 5 I'activité enzymatique i,
nue sensiblement pour se récupérer i I'acigifi
cation. Dans tous ces aspects, la réponse dy jus
gastrique et de la pepsine cristallisée est lm;;..
lement superposable. Far contre, au moment de
I'alealinisation il se produit une inactivitation
de la pepsine et de la catepsine d'autant plys
forte que le pH soit élevé; en passant de g
I'inactivation est irreversible, Cette sensibili.
sation a l'alcalinisation n'est pas pareille dane
tous les jus et est responsable du manque de ca-
pacité enzymatique de bien de jus, ce qui est
peut-étre dit 4 une afermence naturelle ou  une
inactivation intragastrique.

logenizarse cuando la pepsina esti sin desna
turalizar. De ello concluye Li el que serian los
grupos fendlicos superficiales de su molécula
esférica los que entrarian en reaccion. Su des
naturalizacién romperia las cadenas de pepti
dos, lo que permite reaccionar a los grupos t-
rosinicos centrales. El papel de la acidez del
medio es también de gran interés, ya que si &
indispensable la integridad de los grupos tiro-
sinicos, tanto para la accion de la enzima en
funcién “pepsinica” como “catéptica”, las I
vestigaciones de MILHAUD y EPINEY permitel
concluir en que la tirosina es mas necesaris
para la actividad de esta 1iltima que la de aque
lla. En cambio, los grupos alfa-aminados e im
dazélicos no serian indispensables para la pro-
teolisis.

El punto de discusién alrededor de estos asc-
pectos radica en la existencia o no de grupio_;
thiélicos -SH o de grupos -S-S- en la mo™
cula de la pepsina, y de cuya presencia de}r?,"n
de el considerar como una catepsina la 3031994
enzimatica de la pepsina desplegada al pH 4
cuando el subtracto es la ovoalbumina ¥ la (;E_
seina y de 3,3 cuando lo es la edestind. L'ah_{_}w
sencia de tales grupos, y por ello tal calanw
catéptico, es afirmada por BUCHS ¥ FREIES

BERG, asi como por Wiss y RAMER, ¥V ©
denegada por MERTEN y por MILHAUL
v EPINEY, basados ante todo en Su == © -,
frente al CNH, el 4cido mmmyodoacetico ¥ i
SH,. Es el modo de conducirse ante
primero lo que estudiamos en est

éste ¥
e traba)o:




