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Reacciones biologicas diferenciales entre la insulina
comidn y las protaminas i nsulinas, insulina zinc
protamina e insulina cristalizada.

Por el Prof. VICTOR COPPETTI y
Dr. JOSE P. SAPRIZA

Grandes esfuerzos han sido realizados en estos 6ltimos
tiempos, para retardar la velocidad de absorciéon de la in-
sulina y hacerla mdas prolongada para asemejarla a la se-
crecién interna del pdncreas. Este ultimo afio se ha traba-
jado intensamente sobre dos insulinas: una, la cristalizadc
y las otras una mezcla de insulina y protamina bouffer, a
un pH que la mantiene en suspension muy fina y bastante
estable.

Varias observaciones de autores americanos, parecen
probar que la protamina-insulina es de accidén retardada vy
mas prolongada que la insulina ordinaria; todas estas eox-
periencias han sido efectuadas en el hombre normal y en
el diabético.

Entendiendo que estas comprobaciones son mds fgci
les en el conejo, animal de experiencia, que se comporta
respecto al descenso glicémico, iguai que el hombre, sin
que se presenten los errores que necesariamente se obser-
van en los enfermos, que tienen que estar regulados an-
teriormente y sujetos a infinidad de iactcres que intervie
nen para que no se comporten de la misma manera en
momentos distintos, y aprovechando ademds, el enorme
numero de animales que se pueden observar al mismec
tiempo en iguales condicicnes, nos indujo a experimentor
estas distintas insulinas, a fin de comprobar su poder hi-
poglicemiante y aportar datos mds concretos sobre tan dis-
cutido tema cientifico y de gran valor practico.

Para nuestras experiencias comparativas, nos hemos
procurado insulinas de reputadas marcas .cuya titulacién
la hemos comprobado con el nuevo etalén de la Sociedad
ce las Naciones, y con el fin de que todos los elementos
de ensayo, asi como la insulina crisializada preparada por
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nosotros, siguiendo el método que a continuacién describi-
mos, tuvieran el mismo valor en unidades internacionales.

El método de preparacion de la insulina cristalizada
que hemos adoptado, entre otros, es el de A. Scott (The
Biochemical Journal 1934, pagina 1582) al fosfato cloruro
de zinc, con modificaciones de técnica, especialmente en
el punto isoeléctrico optimo para una buena y rdapida cris-
talizacion, que permite operar directamente sobre cantida-
des de insulina bruta provenientes de 240 kg. de pdncreas,
-obteniéndose un rendimiento aproximado de 1600 unidades
internacionales por kg. en la primera cristalizacién y lue-
go 200 a 250 U. I. que son recuperables de las aguas ma-
dres, lo que equivale mds o menos a 15.5-16 gramos y 2.00
a 2.50 respectivamente de insulina cristalizada de 24 uni-
dades internacionales por 1niligramo.

La técnica principal de obtencion de la insulina bruta
es la corriente, publicada por diversos cutores en revistas
y obras de la materia, y nosotros comenzamos la crista-
lizacion en una de las faces de la purificacién a pH 5 y en
concentraciones de insulinc de 600 a 700 unidades por c.c.
de liquido, en presencia de la acetonda, en un punto iso-
eléctrico de 7.1 a 7.2 y con cantidades muy débiles de clo-
ruro de zinc, — gms. 0.10 por ciento de liquido de cristali-
zacion —, que corresponden luego a gms. 0.04 por cadu
gramo de insulina cristalizada (24.000 unidades).

La cristalizacidén es rdpida, obteniéndose en las pri-
meras 48 horas la casi totalidad de la insulina y de los
oguas madres se recupera el resto, por precipitacién a pH
5, disolucién en agua clorhidrica del precipitado y nueva
cristalizacion.

Estos cristales son grandes, como puede observarse en
la microfotografia adjunta (aumento 300 didmetros), pero
cuando se altera el pH, la cristalizacién se modifica; los
cristales son mds pequefios, aglomerados, algo deforma-
dos, pero no obstante su pureza y valor en unidades es
sensiblemente el mismo. La cristalizacién de la insulina no
se produce sin la adicién de cloruro de zinc, lo que de-
muestra como lo ha indicado Scott, que su presencia es in-
dispensable, formando parte de su molécula, lo que se
constata y confirma al encontrarse en la insulina cristali-
zada cantidades de gms. 002 % de zinc no separable por
los métodos indicados por dicho autor. En cuanto a la pu-
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reza de la insulina cristalizada obtenida por este método
industrial, hemos observado en 28 series de 240 kg. de
pancreas por serie, que sus cristales son siempre seme-
jantes, que se producen coa gran regularidad en cuanto al
tiempo de cristalizacion, que corresponden a una titulacién

: CRISTALES DE INSULINA
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Aumento 300 didmetros

entre 23 y 24 unidades por miligramo determinada por el
etalén internacional, y su punto isoeléctrico es de pH 5.

Con esta insulina es que realizamos los ensayos bio-
légicos de comparaciéon que pasamos a detallar.

‘Hemos tomado series de 20 conejos de nuesiro criade- |
ro, en ayuno de 24 horas y de peso alrededor de 2 kg. Ve-
rificamos las glicemias iniciales por el método de Hagen-
dorn-Jensen y luego les inyectamos a cada uno una uni-
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dad de insulina comin y cada hora durante ocho horas
continuadas, efectuamos las glicemias en las mismas con-
diciones. :

PLANCHA 1

Relaciones biologicas diferenciales
Entre la Insulina comuan, Insulina - protamina -~ Insulina zinc pro-
tamina e Insulina cristalizada (24 und int)
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Otras tres series de 20 conejos cada una, fueron inyec-
tados respectivamente en cada serie, con una unidad de
insulina-protamina diluida en el boufter a pH 7.1; otra se-
rie con una unidad de insulino-zinc-protamina y otra con
insulina cristalizada disuelia en medio clorhidrico a pH 3.
Los mismos conejos fueron rotados a los 15 dias v en
igualdad de condiciones inyectados con una unidad de las
insulinas arriba indicadas y verificadas las glicemias en
la misma forma y tiempo que las anteriores.

De los resultados se ha obtenido la media de las dos
glicemias correspondientes a los ensayos con la misma in-
sulina de las dos series de 20 conejos cada una y las gra-
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ficas expresan, la media del tanto por ciento del descenso
glicémico de 40 conejos, siendo en las distintas series la
glicemia iniciol de gms. 1.35 de promedio. El tanto por
ciento lo establecemos entre la diferencia de la glicemia
inicial y la glicemia de las distintas horas y dividiendo
ésta por la glicemia inicial.

PLANCHA 2
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Comparacién entre la Insulina comun en medio dcido pH 8 y la misma adi-
cionada de Cloruro de zinc mg. 0.008 y un pH. 7.1

Como podrd observarse en el cuadro N° 1, las cuatre
insulinas son activas y ademds, su accién no es retardada
como parece desprenderse de algunos trabajos publica-
dos; las cuatro descienden en la primera hora la glicemia,
alrededor de 40 a 45 % continuando su accién hipoglice-
miante a las dos horas. Por tanto, no estamos de acuerdo
en que la protamina, como el zinc, como el pH del medic,
como la cristalizacion de la insulina, impidon la rapidez
de absorcién. A las tres horas, se empieza a notar la as-
censién glicémica y a las cinco horas se acentia la dife-
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rencia entre la insulina comin y las otras tres, observdn-
dose que a las seis horas, la ascensién de la insulina co-
mun en el conejo es casi nula, continudndose sin embcrrqo
en las otras insulinas. A las siete horas, es nula en la in-
sulina comun, continudndose en las ciras insulinas el des-
censo glicémico alrededor del 20 %. A las ocho horas se
observa en algunos conejos reascensién glicémica a pe-
sar del ayuno y en las otras tres insulinas no ha llegado a
la glicemia inicial, es deciz, que su accién es mas prolon-
gada.

Hemos efectuado también el ensayo en una serie de
veinte conejos con la insulina comdan con un bouffer a
pH 7.1 y con mg. 0.008 de zinc por unidad con el fin de ver
si el zinc y el pH del medio, prolongaban su accién. Como
puede verse en el cuadro N° 2, a las seis horas termina la
accién de la insulina comun y se continta algo la accién
hipoglicemiante por esta mezcla, pero sin aportar mayor
beneficio.

CONCLUSIONES:

1.° — La insulina cristalizada, las insulinas-protaminas
(insulinas retard) y las insulinas-zinc-protaminas, tienen
una accién hipoglicemiante semejante y mds prolongada
que la insulina comun.

2.° — Que no son insulinas retardadas, desde que
chran répidamente en las primeras horas en limites veci-
nos de la insulina comun.

3.2 — Que siendo la insulina cristalizada, una substan-
cia de alta pureza y sus soluciones a pH 3 perfectamente
estables, y demostrado que su accién es tan rdpida y prc-
longada como las diversas insulinas protaminas, retune
sin modificaciones, toda las ventajas que aportan los com-
puestos de insulina que se destinon al mismo fin tera:
péutico.
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