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RESUMEN

Se realiza un estudio bibliografico de las propiedades farmacoterapéu-
ticas de la insulina. incidiendo especialmente en la forma insulina cris-
talina cinc que es la habitualmente utilizada en soluciones para perfu-
sion intravenosa. Asimismo, se realiza una revisiéon de los métodos de va-
loracién de inyectables de insulina comparandolos con los clasicos méto-
dos biolégicos de valoraciéon de la hormona.

RESUME

On réalise un étude bibliographique des propietés pharmacothera-
peutiques de !l’insuline, specialement sur la forme d’insuline zinc cris-
tallisée, habituellement employée. dans des solutions pour perfusion in-
traveineuse. On fait aussi une révision des differents formes de valora-
tion de les inyectables d’insuline par rapport aux clasiques metodes de
valoration blologique de I’hormone.

SUMMARY

A Dbibliographic study of pharmacotherapeutic properties of insulin
was carried out, paying special attention to the crystalline zinc insu-
line form, which is most commonly used in solutions for intervenous per-
fusion. In the same way the methods of evaluating insulin injections we-
re reviewed, comparing them with the classical biological methods of
evaluating this hormone.

I.—_INTRODUCCION

El sistema endocrino, junto con el nervioso, tienen la mi-
sion de ajustar y correlacionar los demas sistemas organicos,
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a los que capacitan para hacer frente a las demandas de los
‘medios interno y externo; esta integracion por parte del siste-
ma endocrino se realiza mediante la segregacion de hormonas,
agentes quimicos producidos por las glandulas de secrecion in-
terna que se vierten a la circulacion para regular los procesos
metabolicos. Dentro de él y como 6rgano regulador tiene gran
importancia el pancreas cuya funcién es controlar el metabo-
lismo de los glucidos, papel que lleva a cabo por secrecion de
dos hormonas: glucagon e insulina. La primera, de naturaleza
polipeptidica, desempefia un papel importante en el manteni-
miento de la glucemia durante la inanicion, ya que eleva la ci-
fra de glucosa sanguinea, estimulando la glucogenolisis hepati-
ca (1); la segunda, es decir la insulina, de estructura protéica,
tiene especial importancia en relacién con el metabolismo de la
glucosa y su defecto o exceso originan sendos sindromes clini-
cos perfectamente caracterizados.

El presente trabajo esta especialmente dirigido al estudio
de la insulina cristalina cinc por ser ésta la unica que puede
ser utilizada en perfusion endovenosa continua. Se revisan mé-
todos de valoracion, sentandose una serie de bases tedricas que
serviran de apoyo a un posterior trabajo experimental.

1 —Insulina endogena.

La Insulina, también llamada hormona hipoglucemiante,
fue descubierta por BANTING y BEST en 1922; ya en 1921 estos
autores habian conseguido obtener extractos de pancreas que
contenian insulina. El nombre de la hormona se debe a Dk
MEYER (2).

Su naturaleza quimica fue totalmente esclarecida por SAN-
GER y col. que demostraron claramente que la insulina es una
proteina compleja constituida por dos cadenas polipeptidicas
cuya secuencia de aminoacidos se conoce perfectamente. Estas
cadenas polipeptidicas, denominadas A y B, son algo distintas:
la primera, también llamada fenilalaninica consta de 30 amino-
acidos y termina con un resto de fenilalanina libre; la segunda,
cadena B o cadena glicilica contiene 21 aminoacidos y termina
en un resto de glicina. Estas dos estructuras forman el sostén
fundamental de la molécula pero existen tres puentes disulfu-
ro, dos de ellos intercatenarios y el restante situado en la ca-
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dena B. Las uniones disulfuro son esenciales para la actividad
hormonal y su ruptura supone una inactivacion de la insulina
(3); el peso molecular de la estructura completa es de 6.000.

Las insulinas procedentes de distintas especies animales
poseen estructuras algo diferentes, presentando variaciones en
la secuencia de aminoacidos de las cadenas Ay B y en la loca-
lizacién de los puentes disulfuro. GaNonG (4) sugiere que, si
bien las diferencias estructurales sefialadas no afectan a la ac-
tividad biologica de la hormona, si son capaces de afectar a su
actividad antigénica.

La mision fundamental de la hormona va dirigida a hacer
accesible la glucosa a todos los tejidos, tanto en lo que se re-
flere a su conversion en energia, como en lo que respecta a
los procesos de almacenamiento de la misma, convertida en
glucogeno o en sustancias lipidicas.

Como la actuacion metabodlica de la insulina es amplia y
compleja, con objeto de proporcionar una vision de conjunto
de la misma sefialamos en los apartados siguientes, de forma
esquematica, sus funciones en distintas fases metabdlicas.

1.1.—Accion sobre el metabolismo hidrocarbonado

La insulina regula la velocidad de metabolizacion de los hi-
dratos de carbono actuando preferentemente en 4 niveles:

a.—Aumentando el consumo de glucosa.

b.—Incrementando la transformacion de glucosa en lipidos
(accion lipogenética).

c.—Favoreciendo el almacenamiento de glucégeno celular.

d.—Inhibiendo la gluconeogénesis.

Ademas de las misiones fundamentales sobre el metabolis-
mo hidrocarbonado antes citadas, la insulina desempefia tam-
bién un papel importante en la regulacion de la funcion hepad-
tica en cuanto a sus efectos amortiguadores de la glucosa (5).

1.2.—Accion sobre el metabolismo lipidico

Deriva de su actuacion sobre los hidratos de carbono y ade-
mas, parecen existir otros mecanismos de accion directa de la
hormona sobre los lipidos. En sintesis esta misiéon se traduce
en un aumento del almacenamiento de grasa (6).
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1.3.—Accion sobre el metabolismo protéico.

Asimismo, es conocida la influencia positiva de la insulina
sobre el crecimiento, funcion que esta relacionada con sus efec-
tos sobre el metabolismo protéico. La insulina estimula la sin-
tesis protéica por contribucion al ahorro de proteinas derivado
del aporte adecuado de glucosa intracelular que regula, por lo
tanto, solo favorecera el crecimiento si existe un aporte ade-
cuado de carbohidratos en la dieta, aporte que permite un aho-
rro celular de proteinas (7).

1.4.—Actuacion de la insulina en otros procesos orgdnicos.

Ademas de las actuaciones metabdlicas citadas la hormona
también actua sobre los procesos organicos que se enumeran a
continuacion:

— Facilita la penetracion celular de potasio con la consi-
guiente caida del mismo en el liquido extracelular.

— Provoca estimulacion cardiaca cuando alcanza determi-
nados niveles.

— Aumenta la secrecion gastrica.

— Produce estimulo del tono y de las contracciones del es-
tomago.

Todas estas misiones deben tenerse en cuenta cuando se
administra la hormona como aporte exdégeno ya que pueden
traducirse en alteraciones metabdlicas; por ejemplo, en caso
de acidosis diabética una dosis elevada de la misma puede in-
ducir hipopotasemia (8).

1.5.—Mecanismo de accion.

De la multiplicidad de efectos de la insulina se deduce que
su actuacién se lleva a cabo por diferentes mecanismos. En pri-
mer lugar para que pueda ejercer sus acciones se necesita una
liberacion de la misma a partir de las células que la sintetizan,
liberacion que se ve facilitada en los estados hiperglucémicos
por un mecanismo de pinocitosis inversa o emecitosis. Una vez
liberada la insulina se fija a los tejidos, probablemente a nivel
de las membranas celulares, formando uniones entre los puen-
tes disulfuro de la molécula y los radicales sulfhidrilos de los
receptores (9).



ARS PHARMACEUTICA 355

Actualmente se cree que el mecanismo de accién de la in-
sulina en lo que respecta a su papel sobre los hidratos de car-
bono tiene lugar por doble via:

— Favoreciendo la penetracion celular de glucosa.

— Facilitando la actuacion de la hexoquinasa (10).

Como las acciones de la insulina a nivel hepatico son algo
distintas de las que desempeiia en los demas érganos, los me-
canismos de accion seran también algo diferentes y en este
caso, parecen estar implicados al menos dos:

— Liberacion inmediata de la glucosa hacia la sangre con
la correspondiente disminucién de las reservas hepati-
cas de glucogeno.

— Leve aceleracion del metabolismo hepatico de la gluco-
sa.

El mecanismo de accion insulinico en el metabolismo lipi-

dico consiste en bloquear lg movilizacion de grasas, facilitando
su almacenamiento a tres niveles:

— Por activacion de la lipoproteina-lipasa (con disminu-
cion de los triglicéridos circulantes).

— Inhibicién de la lipasa intracelular (que inhibe la lipo-
lisis).

— Por aumento del nivel de glicerofosfato (con aumento
en la sintesis de triglicéridos).

Su actuacion sobre el metabolismo protéico se efectua de

la siguiente forma:

— Disminuyendo el catabolismo y aumentando la sintesis
protéica (mecanismo indirecto a través de su actuacion
sobre los hidratos de carbono).

— Favoreciendo la incorporacién de aminoacidos a las pro-
teinas (mecanismo que se postula independiente del
efecto insulinico sobre el metabolismo de la glucosa).

— Facilitando el transporte de aminoacidos hacia las cé-
lulas.

2.—Alteraciones principales de la secrecion de insulina: Dia-
betes.

Es obvio que la secrecion de insulina por el pancreas debe
estar controlada de forma muy precisa para que su concentra-
cién sanguinea se mantenga en un valor constante y normal,
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ya que la secrecion pancreatica de insulina constituye el prin-
cipal mecanismo de regulacion de la glucemia. Por lo tanto, una
secrecion anormal de la misma conduciria a trastornos metabo-
licos diversos.

De todas las alteraciones de esta secrecion la que tiene
mayor importancia por su frecuencia y por la gravedad de sus
efectos es la debida a una falta de secrecion pancreatica o a
una Secrecion insuficiente de la misma; esta alteracion se co-
noce con el nombre de “diabetes mellitus” y se caracteriza prin-
cipalmente por una imposibilidad de mantener la glucosa den-
tro de los niveles normales y por una incapacidad de utiliza-
cién de la misma.

La enfermedad se conoce desde antiguo, ya los médicos
griegos y romanos denominaban asi al trastorno en el que la
manifestacion mas representativa era la aparicion de poliuria,
distinguiendo ademas dos tipos: diabetes “mellitus” y diabetes
“insipidus” segun el sabor de la orina de los enfermos que la
padecian (11). Actualmente el término diabetes sin calificati-
vos, se emplea como sindnimo de diabetes “mellitus”.

La enfermedad se manifiesta fundamentalmente por tres
sintomas: polidipsia, poliuria y polifagia, encontrandose ade-
mas como sintomas detectables hiperglucemia, glucosuria y en
casos extremos, acidosis y coma diabético. Uno de los proble-
mas mas graves que se presentan en la diabetes es la aparicion
de numerosos trastornos del metabolismo de los principios in-
mediatos que, a veces, dan lugar a otras enfermedades conco-
mitantes.

La aparicion de la enfermedad puede deberse a factores
hereditarios o a la presencia de otros estados cuyo papel no
esta muy claro; si no se instaura un tratamiento adecuado, la
evolucion de la enfermedad suele ser fatal.

La diabetes puede compensarse con la administracion de
las cantidades necesarias de insulina para que el metabolismo
de los carbohidratos se normalice o por administracion de hi-
poglucemiantes orales. La utilidad de estos ultimos es muy li-
mitada ya que poseen menor actividad y mayores contraindica-
ciones que la administracion de insulina, por lo tanto, el tra-
tamiento principal de la diabetes sera la administracién de la
hormona hipoglucemiante o insulina.
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II.—INSULINA COMO PREPARADO GALENICO: APLICACION

La insulina exogena, es decir, la que se utiliza como medi-
camento es la misma hormona de crigen natural que se extrae
del pancreas de distintas especies de animales.

Su campo de aplicacion no queda restringido al control de
la diabetes, aunque en la actualidad sea este su fin casi exclu-
sivo. sino que puede ser empleada con otros fines; en efecto,
puede administrarse como estimulante del apetito y, en pa-
cientes con insuficiencia renal, es capaz de corregir temporal-
mente la hiperpotasemia por favorecer el transporte de potasio
hacia el interior de las células (12). Recordemos finalmente que
hace anos, cuando el “electroshock” no se utilizaba en psiquia-
tria. algunos enfermos psicoticos eran tratados con insulina
con el fin de provocarles un estado hipoglucémico conocido co-
mo ‘“shock insulinico”, de caracteristicas muy similares a las
que origina el “electroshock”.

1.—Propiedades fisicoquimicas

La insulina posee monografia propia en todas las farma-
copeas que, léogicamente, coinciden al consignar sus propieda-
des, entre las que cabe destacar que, una vez obtenida, se pre-
senta como un polvo blanco cristalino, muy soluble en agua
acidulada o alcalina, soluble en soluciones de fosfato disodico
en insoluble en disolventes organicos. Su punto isoeléctrico se
corresponde con un valor de pH de 5,4; este dato es importan-
te pues en él se basa su extraccion a partir del pancreas y ade-
mas porque puede influir en el sistema fisicoquimico (solucion
0 suspension) de las formas farmacéuticas elaboradas. En so-
lucion posee caracter acido y es termolabil (13).

2.—Obtencion y clases de insulina

La hormona se obtiene por proceso extractivo a partir de
pancreas de distintas especies animales. El fundamento gene-
ral de la técnica extractiva es siempre el mismo, aunque exis-
tan numerosas modificaciones al método original. En la Fig. 1
se resume el procedimiento usual de obtencion de las diferen-
tes clases de insulina (de accion normal y de acciéon prolon-
gada).
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OBTENCION Y CLASES DE INSULINA
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3.—Criterios de seleccion de los preparados insulinicos.

La estructura polipeptidica de la insulina no permite su
administracién por via oral, la via rectal tampoco es recomen-
dable y consecuentemente la via de administracion exclusiva
sera la parenteral, especialmente por administracion subcuta-
nea que permite la consecucion de un efecto hipoglucemiante
muy similar al determinado por la insulina fisiologica, sobre-
todo si se utilizan insulinas de accion intermedia.

Su administracion por via intravenosa (accion instanta-
nea), sélo esta justificada en casos de emergencia tales como:
coma diabético, debido a que el enfermo en estas circunstancias
tiene la circulacion periférica tan alterada que la absorcion se
verifica muy lentamente y también en todos los casos en que
se desee una perfecta correlacion entre las dosis administradas
y las necesidades insulinicas, asi como en complicaciones que
requieran un control preciso e instantaneo de la glucemia.

Todas las insulinas (normales o prolongadas) tienen efec-
tividad en el tratamiento de la diabetes. La diferencia mas sig-
nificativa desde el punto de vista de su aplicacion radica en la
distinta solubilidad de ellas, por cuanto a esta propiedad va in-
timamente ligada su absorcion que es, en definitiva, la que de-
termina ung mayor o menor rapidez y duracion de la accion
hipoglucemiante.

En efecto, las mas solubles son de accion rapida y corta
duracion, en tanto que las insolubles manifiestan su accion mas
tardiamente, si bien el efecto se mantiene durante mayor tiem-
po.

La seleccion adecuada del tipo de insulina se hace siempre
atendiendo a las caracteristicas de la enfermedad y de acuerdo
con las ventajas y los inconvenientes que pueden ofrecer los
distintos preparados.

Resumiendo podemos decir que las insulinas de accion cor-
ta pueden ocasionar fluctuaciones bruscas de la glucemia que
se evitan administrandola fraccionadamente a determinados
periodos de tiempo. Estas insulinas son de eleccién en situa-
ciones de emergencia que requieran un descenso de la glucemia
muy rapido y siempre que sea necesario complementar los efec-
tos de las insulinas de acciéon media, al no obtenerse con estas
ultimas resultados plenamente satisfactorios.
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Las insulinas de accion prolongada tienen el inconvenien-
te de presentar un comienzo de la accion hipoglucemiante muy
lento y una duracion de la misma muy prolongada con posibi-
lidad de aparicion de hipoglucemia nocturna si la administra-
cién se hace por la manana (14). Este tipo de preparados son
los mas ventajosos en el tratamiento habitual de la diabetes.

Hay que tener en cuenta que las insulinas en solucion pue-
den administrarse tanto por via itramuscular como por via in-
travenosa o subcutanea mientras que las insulinas en suspen-
sion no pueden administrarse nada mas que por via intramus-
cular o subcutanea; por tanto, estimamos de capital importan-
cia considerar las modificaciones que puede experimentar la in-
sulina como consecuencia de un cambio de disolvente o de adi-
cion a éste de otros medicamentos, ya que tales manipulacio-
nes pueden alterar el valor del pH dentro de unos limites ca-
paces de determinar un cambio de sistema, de tal manera que
la insulina pase, de un sistema solucioén g otro suspension, con
el consiguiente riesgo de accidentes si se administrase por via
parenteral endovenosa.

4—Dosis

Es 16gico deducir que las dosis han de ajustarse individual-
mente de acuerdo con los resultados de las determinaciones
previas de la glucemia y con los grados de alteracion metabo-
lica. Para determinar la dosis adecuada también hay que te-
ner en cuenta la existencia de factores exogenos que pueden
modificar las necesidades de insulina; entre estos factores se
encuentran los procesos infecciosos y la administracion con-
junta del medicamento y de anestésicos generales.

Las dosis se expresan en Unidades Internacionales (U. I.)
segun norma establecida por el Consejo de Medicamentos de la
Asociacion Meédica Americana, que indica que se requiere una
U. 1. para metabolizar 1,5 gramos de glucosa, 1o que equivale a
0,04167 mg de insulina cristalina cinc, patrén internacional,
que se conserva en el Laboratorio Internacional de Patrones
Biologicos del “National Institute for Medical Research”.
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5.—Absorcion, transporte y distribucion

Dado que la insulina se inactiva por los sistemas enzima-
ticos del tubo digestivo cuando se administra por via oral y la
pequena fraccicn que se escapa a este proceso no se absorbe,
no debera utilizarse esta via para la administracion del medi-
camento, como hemos citado en parrafos anteriores.

La hormona sélo es activa administrada por via parente-
ral ¥ sus efectos hipoglucemiantes son mayores si esta admi-
nistracion se efectiia antes de la ingesta puesto que en este
caso la reserva de glucogeno hepatico es menor. Por esta via,
la insulina se absorbe perfectamente, dependiendo su velocidad
de absorcion de la solubilidad del preparado insulinico utili-
zado; si la administracion es subcutanea el medicamento que-
da localizado en el lugar de administracion antes de pasar al
torrente circulatorio y, una vez absorbido, sigue la misma ruta
que la hormona de origen enddgeno, siendo transportada a los
lugares de accion en forma libre, o combinada a las proteinas
plasmaticas, concretamente a las fracciones globulinicas Be-
ta y Gamma (15). De la sangre pasa a los tejidos donde se fija,
especialmente en musculo, higado, rifién y tejido adiposo. La
finalidad de esta fijacion es la de impedir que se destruya la
hormona antes de actuar sobre el metabolismo hidrocarbonado.

Para que actue a nivel de un tejido determinado, se nece-
sita que éste sea capaz de captar a la hormona, captacién que
puede llevarse a cabo en todo el organismo, excepto en los eri-
trocitos en el encéfalo (16).

La duracion del efecto insulinico, en caso de aporte exo-
geno, es relativamente pequena y no es proporcional a la dosis
administrada sino que resulta ser una funcion simple del lo-
garitmo de la dosis. Esto quiere decir que la insulina se inacti-
va en el organismo a una velocidad proporcional a la cantidad
de hormona circulante. Por ejemplo, si una unidad de la misma
ejerce su accion durante 4 horas, diez unidades lo haran du-
rante 8 horas. Con ello se demuestra que el metabolismo de la
insulina en el organismo sigue un modelo cinético de primer
orden.
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6.—Problemas que pueden derivarse de su utilizacion

La administracion de un preparado insulinico puede pro-
vocar hipoglucemia, tanto en diabéticos como en individuos sa-
nos, a consecuencia de una dosis excesiva de la hormona; se-
gun la magnitud pueden o no aparecer una serie de alteracio-
nes con el nombre de ‘“schock hipogiucémico”; los sindromes
de éste se deben a la hipoglucemia y a la descarga de adrena-
lina compensadora que se produce y se manifiestan por alte-
raciones nerviosas y gastrointestinales y trastornos cardiovas-
culares (17).

Con menos frecuencia, pueden aparecer manifestaciones
alérgicas (por la naturaleza protéica del principio activo y por
su posible origen heterélogo), irritaciéon en el lugar de la in-
yeccion, edemas, etc.

Es conocido que los diabéticos compensados por régimen
insulinico terminan desarrollando fendmenos de tolerancia al
preparado que se les administra. Esta tolerancia tiene su origen
en la formacion de anticuerpos antiinsulinicos que se localizan
en los granulos de las células Beta de los islotes pancreaticos
y en la aparicion de antagonistas de insulina en el plasma,
unidos a las distintas fracciones protéicas. De estos ultimos se
conocen tres tipos, localizados en distintas fracciones del plas-
ma. Los antagonistas aparecen espontaneamente y no son con-
secuencia de la administracion de insulina como ocurre con los
anticuerpos insulinicos, que son una respuesta del organismo
a las propiedades antigénicas de la hormona.

M. LiTTeER (18) sefiala como relativamente frecuente la apa-
ricion de fenémenos de tolerancia a la insulina, si bien anade
que sOlo en raras ocasiones se manifiestan de forma tan acu-
sada que hagan necesaria una elevacion considerable de la
dosis. Las causas son, hasta el momento, desconocidas.

T.—Inyectables de Insulina Cristalina

Casi todas las especialidades farmacéuticas preparadas con
este tipo de insulina se preparan de acuerdo con las normas
dictadas por la U. S. P. XIX en la monografia correspondiente
a “Inyeccion de Insulina Cristalina Cinc” (19). Estas normas
coinciden, en su mayor parte, con las que incluyen las demas
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farmacopeas que poseen monografias para ella (20, 21, 22, 23,
24 25).

7.1.—FElaboracion.

Para elaborar la inyeccion de insulina normal se parte de
agua bidestilada, estéril y apirogena, a la que se incorpora gli-
cerina estéril, con lo que se consigue el vehiculo disolvente; la
proporcion de glicerina puede variar entre el 04 y el 1,8 por
ciento. A continuacion, se adiciona la insulina y se ajustan ade-
cuadamente los valores de pH para conseguir un sistema fisico-
quimico solucion; el ajuste se efectua con cantidades suficien-
tes de una sustancia acida tampon. Es frecuente incorporar
también conservadores tales como fenol, cresol o mezcla de
ambos, en una proporcion que varia entre el 0,1 y el 0,25 por
ciento.

La esterilizacion se realiza, una vez terminada la prepara-
cion del inyectable, por filtracion esterilizante y nunca por
calor porque se destruiria el principio activo. Como la tempera-
tura influye mucho en la degradacion de la hormona sera fun-
damental que los inyectables se conserven en frigorifico a tem-
peratura comprendida entre 2 y 4°C para que pueda mantener
su actividad durante 2 arnos. Se ha demostrado que las tempe-
raturas extremas (menores de 2°C y mayores de 15°C) aceleran
mucho la inactivacion.

Segun los criterios de las distintas farmacopeas en las que
estos inyectables poseen monografia, el frasco que los conten-
ga debe consignar en etiqueta el contenido en insulina expre-
sado en Unidades Internacionales (U. I.) por ml y las caracte-
risticas de conservacion.

7.2.—Ensayos

Todas las farmacopeas exigen la realizacion de ensayos de
identidad, contenido en nitrégeno y cinc, residuo por calcina-
cion y valoracion de la actividad insulinica para los inyecta-
bles de insulina cristalina cinc. Las técnicas de realizacion de
las pruebas citadas varian algo de unas farmacopeas a otras
aunque los margenes de variacion de los resultados sean muy
similares.
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De tocdos los ensayos el que nos interesa especialmente es
el que valora 1a actividad y por ello, vamos a tratarlo con mas
detenimiento.

7.2.1.—Pruebas de valoracion de la actividad de los inyectables
de insulina cristalina cinc.

Existen numerosas pruebas que valoran la actividad de los
preparados insulinicos, la mayoria de Zipo bioldgico, ya que por
las caracteristicas estructurales de la hormona es dificil efec-
tuar una valoracion quimica. Casi todos los métodos biologicos
utilizan conejos para efectuar la valoracion. Algunas farma-
copeas emplean ratas entre ellas la britanica (26); el funda-
mento es el mismo en todos los casos y esta basado en una va-
loracion del poder hipoglucemiante de un preparado de insu-
lina de actividad desconocida respecto al que presenta un pre-
parado patrén de actividad conocida y contrastada con el pa-
tron internacional de insulina propuesto por la O. M. S.

El estandar internacional es de insulina cristalina cinc de
origen bovino o porcino, correspondiendo una U. I. a la activi-
dad hipoglucemiante de 0,04167 mg de este preparado (27). De
acuerdo con esta cifra, se obtendra, por calculos mas o menos
complicados que dependeran del ensayo utilizado, la actividad
de la insulina problema.

Las valoraciones biologicas son siempre muy complejas y
han de realizarse cuidadosamente pues un error minimo en la
potencia de los preparados pueden ocasionar consecuencias
muy graves al administrarlos; a pesar de ello, este tipo de va-
loraciones son las que aportan resultados mas exactos y es im-
prescindible efectuarlas una vez que se ha obtenido el prepara-
do insulinico.

Existen otras valoraciones biologicas con distinto funda-
mento. Algunos autores (28) proponen un ensayo que determi-
na la actividad insulinica del plasma por comparacién de los
efectos que produce sobre algunos parametros fisiolégicos, uti-
Jizando como patrén cantidades conocidas de insulina de acti-
vidad previamente determinada.

También puede determinarse la actividad insulinica del
plasma por técnicas inmunologicas en las que se emplean anti-
cuerpos antiinsulinicos (29).
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Debido a la complejidad de estos ensayos bioldgicos se han
intentado efectuar otro tipo de pruebas de la misma naturaleza
que sean de ejecucion mas sencilla. Los resultados de estos mé-
todos son menos exactos que los ensayos biologicos pero pueden
servir para determinaciones de pérdida de actividad de la hor-
mona y para comparacion de los distintos inyectables de insu-
lina. Asi, existen algunas wvaloraciones de tipo quimico, pero por
ahora, ninguna de ellas se ha podido reemplazar a los ensayos
biologicos y los resultados que se obtienen de estas pruebas so-
lo son indicativos de pérdidas de actividad, nunca son validos
para determinaciones exactas de actividad hipoglucemiante.
Entre las pruebas quimicas que pueden realizarse cabe desta-
car un método gravimeétrico util para las soluciones simples de
insulina cristalina cinc que se basa en la precipitacion del prin-
cipio activo a un pH de 5,4 (punto isoeléctrico) y que es inapli-
cable cuando exista otro material protéico en el preparado.

De estos métodos de valoracion de la insulina merecen
mencion especial los que utilizan cromatografia en papel, ya
que son los que dan mejores resultados (30).

Las primeras experiencias en las que se utilizé una técni-
ca de valoracion de la insulina por cromatografia en papel se
deben a RoBINSON y FEHR (31) que obtuvieron unos resultados
poco exactos aplicando métodos cromatograficos generales de
proteinas.

Posteriormente FENTON (32) modificoO estas técnicas ade-
cuandolas a la insulina y lleg6 a establecer un proceso en el
que los resultados que obtuvo parecen poseer una estrecha co-
rrelacion con los proporcionados por el método biologico usual.
Como la puesta a punto de este método para su aplicacion a
inyectables y mezclas de insulina con otros medicamentos sera
objeto de posterior trabajo, sera en este en el que expondremos
detenidamente la técnica y las modificaciones que hubieran de
efectuarse al procedimiento de Fenton si se estima procedente.
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