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PROLOGO

El intenso interés que despiertan los problemas relacionados
con las fosfomonoesterasas animales se manifiestan en el elevado numero
de comunicacicncs gue sobre este tema se han dade a conocer en todos los
paises evclucicnados del mundo. Este interés ha sido encauzado principal
mente por las promisoras sugestiones que encierran las elevadas activida
des fosfatdsicas en hueso, rifion e intestino delgado y por la comproba-
cién, en el campo de la patologia, de que la fosfatasa sanguinea sufre
modificaciones en las enfermedades 6seas generalizadas, en las afeccio-
nes hepéticas y en las prostdticas. Los estudios acerca de la estructu—
ra molecular y de las propiedades fisicas y quimicas de esta enzima son
menos numerosos y los resultados al presente logrados dejan sin respues-—

ts muchas cuestiones fundamentales relativas a su constitucion.—

Respondiendo a sugestiones del prof., Ir. Albertc Marsal, hemos
emprendide el estudio de la fosfatasa extraida de la glandula mamaria,
dirigiendo nuestros esfuerzos en dos sentidos: por una parte, luego de
conseguido un preparado de la enzima en alto estado de purificacidn, se
han estudiado sus propiedades fisicas, quimicas y las especificamente
enzimiticas. En otro sentido, hemos procurade establecer si la gléndula
mamaria interviene en alguna forma en las modificaciones que sufre la

fosfatasa sangufnea durante los periodo de preriez y de lactacidn.-

Hemos referido en forma preferentemente detallada los datos
ya conocidos que tienden a aclarar la estructura quimica de la molécula
porqué ignoramos gque se haya publicado en ninguna parte un resumen més
o menos integral sobre este tema. La lista bibliografica final abarca
una parte importante de los trabajos de la literatura occidental que a
aquel tema se refierenj su deficiencia seria, y cuyo subsanamiento ha
estado completamente fuera de nuestros alcances, reside en que en ella
se igncran casi por completo los trabajos originados en el Japdén y en
Rusia, paises ambos (principalmente el primero) que han aportado una

elevada contribucidn en los problemas conexos con las fosfatasas.-
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Parecenos, y deseamos decirlo porque su mérito escapa total-
mente a nuestros merecimientos personales, que se ha logrado reunir en
gesta obra elementos de trabajo relativamente evolucionades. La obra de
mis maestros, lecs profesores Drs. Guillermo V. Stuckert y Alberto Mar-
sal, ha hecho que esto fuera posible; la obra de ambos a lo largo de
afics, ha formad? un laboratorio y una biblioteca de quimica en los cua
les generalmente se encuentran les materiales y la informacidn que el
trabajador necesita. Les debo la posibilidad de poder proseguir estas
tareas y, especialmente al Dr. Marsal, innumerables consejos y suges—
tiones en el trabajo de todos los dias. Cumplo agqui con el grato deber

de expresarles mi profundo agradecimiento.-

El estudio del espectro de absorcién ultravioleta de los
preparados de fosfatasa fué realizado en el Instituto de Fisica de la
Universidad de La Plataj debo agradecer a su director; el prof. Dr.
Ramén G. Loyarte, quien me facilitd todos los medios necesarios y que

posteriormente tuvo la amabilidad de leer los sriginales s»nbre dicho

- estudio e indicarme algunas modificaciones.-

Finalmente, deseo recordar a mis compeaileros del Laborato-
rio de Quimica Bioldgica con quienes hemos trabajado en un ambiente de
franca cordialidad y de los cuales he recibido tantas estimulantes ma-
nifestaciones de afecto y, especialmente,. a la Dra. Alis Mansur que
se encargl de operar y vigilar durante dcs afios a los animales que se

utilizaron en el trabajo que se relata en el capitulo VI de esta obra.

Modestos cuanto se gquieran nuestros resultados, son los
frutos de un afan resuelto que al cabo de tres afios de labor solo de-
sea volver al trabajo; de ellos esperamos que puedan justificar que
se nos siga facilitando por parte de nuestros maestros, los consejos

Yy los medios de trabajc en la forma generosa que hasta hoy lo han he-

cho. -
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LOS SUBSTRATOS FISIOLOGICOS DE LAS FOSFATASAS

La historia del elemente fdésforo comienza casi simultaneamente cen
la historia de sus relaciones con los fendmenos biolégicos; se puede decir, en
efecte, que si bien es posible que existaﬁjaigunas referencias anteriores so-
bre este elemento, la intensa curiosidad que €1 despierta nace cuando en el a—
fie 1669 el iatroquimico hamburgués Dr. Hennig Brand, lo descubre entre ios re-

siduos de¢ la evaporacidn de orina.-—-

No se intentard dar aqui referencias sobre los diversos aspectos gue
abarca la importancia de su estudio bioldgico; solo nos proponemos. relatar, en
un orden aproximadamente cronoldégico, la adquisicién de una serie de compues—
tos estrechamente ligados al tema de¢ nuestro trabajo. La enumeracidn que sigue
es, en este sentido, la de la serie de compuestos que han de tomarse en consi-
deracién cuando se plantea en concreto - sobre la base de lo ya conocido - ¢l

asunto de los substratos fisioldgicos de las fosfatasas.-—

La lecitina es uno de los compuestos mis tempranamente conocido; en
el afio 1846 ya habia sido aislado por Gobley y poco tiempo despues Diakonow,
que trabajaba en los laboratorios dirigidos por Hoppe Seyler, did a conocer su
estructura.-

Los conocimientos sobre nucleo-protefdos comienzan en el afio 18763
por aguella época Hoppe Seyler propuso a su discipulo Miescher el estudio de
los compuestos ligados al fésforo que gquedan en los tejidos despues que estos
han sufrido la extraccidn alcohdlica (por medio de la cual se separan los fos-
folfpidos) y la extraccidn acuosa en medio &cido (mediante la cual se separan
los fosfatos inorgdnicos). Puesto en tarea Miescher afsla de material purulen-
to un producto al que denomina "nucleina y que constituyen el punto de parti-

da de los nucleo-proteidos, el estudio de los cuales se prosigue hoy con reno-
“vado interés.-

Un nuevo impulso a estos conocimientos vino conexo con el gran in-
terés que a fines del siglo pasado suscitaba el estudio quimico del tejido ner-

vioso; fué estudiado por varias escuelas entre las que se destacdé una comisidn
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especialmente designada por el gobierno inglés y dirigida por el quimico ale-
man Thudicum. Ese intenso movimiento dié como fruto principal un progreso con-
siderable en el conocimiento de los lipidos cerebrales y entre ellos los fosfo--
rados; quedaron bien asentados los conocimientos sobre lecitina ¥y se aislaron
la cefalina y la esfingomielina. La frase de Liebig "chne Phosphor keine Ge-
danke" (sin fésforo no hay ideas) hizo gran fortuna por aguel entonces y da
una idea de la importancia que se les asignd a los compuestos fosforados en lg
fisiolégia nerviosa.—

Sin embargo, el mérito de las adquisiciones m4s numerosas ¥y probgble-
mente mis importantes debe reservarse a nuestro siglo; en 61, estudios empren-
didos por diferentes escuelas en temas que en un principio pudieron parecer in-
conexos; colrcidieron en mostrar la importancia fundamental de los compuestos
de este elemento en los procesos metabdlicos en general. La fermentacién de 1lc
azucares por 1ios micro-organismos, el catabolismo de los glicidos por los ani-
males superiores, lsa guimica de la contraccidn muscular ¥ los fenémenos de éxi
do~reduccidn, problemas que en su conjunto han abarcado una de las partes més
importantes en la investigzacidn Pioguimica en los dltimos treints afiocs, se han
encontrado trabajandc con éstercs en los gie el acido fosfdrico se une s uns
gran variedad de compuestos orgduicos,-

Una comunicacién precursora y de notable trascendencia fué la que hi-
cieron en el afio 1905 Harden y Young cuando comunicaron que el agregado de fos-
fatos acelera la fermentacion de los =zzucares por la levadura. Ella fué seguide
poco tiempo despues por la hipdtesis del quimico botdnico ruso Iwanoff quien su

| : puso que los fosfatos eran esterificados por la levadura como primers etapa del
| proceso de fermentacidn.—

El aislamiento del primer éster hexoso-fosfdérico se consiguid en el
Lister Institute que dirigia el prof. Harden, Fué el ester hexoso~di~fosforico,

obtenido por Young en 1907 al estado de sal bdrica. A &1 siguié en 1914 el eis-

lamiento por Harden y Robison de un éster hexoso-mono-fosférico, cuys composi-

cidén exacta fué revelada posteriormente por Robwison, guien distinguid su vids

Por haber aislado e identificado numerosos compuestos de esta naturaleza,(l).-

(1).= BEn el transcurso del afio 1941 ha debido lamentarse 1a desapericidn del
prof. Robert Robison; la nota obituaris publicada por el Biochemicel Jour-
nal y firmada por W.T.J.M. (seguramente W.T.J.Morgan) constituye un prove-

choso resumen sobre un tems muy relacionado con el presente trabajo.-
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El ester fructosa-6-fosférico fué obtenido en 1918 por C. Neuberg
hidrolizando parcialmente en medio Acido al hexoso-di-fosfdérico; del mismo o-—
rigen fué obtenido en 1933 por Macleod y Robison pero por hidr8lisis mediante

la fosfatasa dsea.-

Los ésteres aislados por Robison ademds de los citados, incluyen al
trehalosa-mono-fosférico obtenido en colaboracidn con Morgan en 1918; al mano-
sa~6-fosfdrico en 1932; al fructosa~l-fosfdrico en colaboracidén con Tankd en
1935, y a un probable derivado de 1la mano-ceto-heptosa aislado conjuntamente
con Macfarlane y Tazelaar en 1938.~

Al éster glucosa-l-mono-fosférico aislado por Cori y Cori en 1936 se
le atribuye importancia especial pues es tenido como el primero que se forma

en el proceso del catabolismo glucidico muscular.—

Por lo que a los ésteres triosa—fosfdérico se refiere, puede decirse
que su intervencidén en el quimismo muscular constitﬁyé una hipdtesis mds o me-
nos bien fundada hasta el afio 1934 en el que recibid confirmacidén por Meyerhoff
y Lohmanni en aquel afio estos autores pudieron aislar la fosfo-dioxi-acetons
entre los productos formados por la accidén del extracto dializado de misculo
de conejo sobre el hexoso-difosfato de sodio. Poco despues los mismos autores
aislaron el fosfo-pirdvico originado por transformacidn del £cido fosfo-glicé-
rico, el cual, a su vez , habfa sido obtenido por medios bioldgicos hacien-—

do actuar la levadura sobre una solucidn de glucosa (Neuberg y Kobel,1933),-

Tambien fueron aislados otros tipos de compuestos a los cuales se a—
signaron funciones en los fendmenos de lsg contraceidén muscular; C.H.Fiske y
Y.Subbarow em 1927 aislaron a partir de filtrado de misculo 1lsa fosfo-creatina
¥y al afio siguiente Meyerhoff y Lohmann obtuvieron 1lsg fosfo~arginina a la cual

se asigndé funciones parecidas a la anterior pero en animales inferiores.-

Compuestos fosforados resultaron ser tambien un conjunto muy impor-
tante de substancias que poseen acciones co-enzimdticas. La adenosina-tri-fos-
férica fué obtenida separadamente por Fiske y Subbarow y Lohmann siendo este 4§l
timo (1929) quien determind su composicidén exacta. Probablemente este cuerpo
sea un producto intermedio o de destruccidn parcial de las llamadas co-enzimas,

eisladas pocos afios méds tarde.-

La co-enzima de 1la fermentacién, co-enzims I, descripta por Harden

¥ Young en el afio 1909 fué purificada por la escuela de Estocolmo dirigida por

el prof., v.Euler, la cual determind tambien su constitucidn (H.v.Euler, H.Albers
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y F. Schlenk, 1936; H.v.Buler y F. Schlenk, 1937); es un difosfo-piridin-nucled-

tido constituido por adenina, dos grupos fosfdricos y nicotin-amida.-

La co-enzima transportadora de hidrégeno de los glébulos rojos, co-
enzima II, fué descripta por Warburg en 1931 y purificada afios mds tarde de eri-
trocitos de caballos por Warburg y Christian (193%4). Es de constitucién muy pa-

recida a la anterior de la cual solo se diferencia por poseer un grupo fosférico

”
mas.,—

El fermento amarillo fué aislado por Warburg y Christian (193%2) de la
levadura de cerveza y su constitucidn fué establecida por el trabajo conjunto
de diferentes escuelas. Estid constituida por una proteina conjugada cuyo nucleo
prostético es un aloxasin-mono-nucledtido (1 molécula de lacto-flavina y 1 molé-
cula de dcido fosférico), De parecida constitucién es el nidcleo prostético de
la d-aminodcido-oxidasa formado por una aloxasin-adenin-dinucledtido (Warburg y
Christian, 1938). Este dinucledtido es tambien el nidcleo prostético de otro fer
mento amarillo aislado por E.Haas (1938) y de la xantino-oxidasa purificada por

E.C.Ball (1938) en los laboratorios que dirige el prof,Warburg.-

Finalmente la co-carboxilasa (co-enzima de la carboxilasa descripta
por Neuberg y Hildesheimer) que fué purificada por Lohmann y Schuster en 1937

y estudiada luego por Lohmann (1938) reveld que se trataba de un tiamin-piro-
fosfato.-

EVOLUCION DE LOS CONOCIMIENTOS SOBRE FOSFATASA

Contemporaneamente con el desarrollo de los conocimientos sobre los
mencionados cuerpos fosforados se ha ido profundizando en el conocimiento de las

enzimas que seguramente intervienen catalizando el metabolismo de los mismos,-

Las primeras referencias acerca de la presencia de actividad fosfata-
sica en tejidos vegetales se remontan a los afios 1906 y 1907; en el primerc Za-
lesky, en alemania, refiridé que las plantas en crecimiento son capaces de 'po-
ner en libertad 4cido fosfdrico de los compuestos fosforados solubles" (1)<l
afio siguiente los autores japoneses U.Suzuki, K.Yoshimura y N.Takaishi en un
trabajo que ha tenido méds trascendencia, refirieron que los extractos obtenidos

de la corteza del grano del trigo y del arroz posefan la propiedad de sepa-—

(1).,~Citado por Demuth,1925,-
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rar el grupo fosférico de la sal cdlcica y magnésica del inositol, cuerpo co~-

rrientemente conocido con el nombre de fitina.-

Muy poco tiempo después, en 1908, fué referida la presencia de este
tipo de actividad también en tejidos animales: E. V. McCollum y E.B., Hart la
encontraron en el higado y la sangre del ternero, y luego en una serie ininte-
rrumpida de comunicaciones formuladas por numerosos autores y en diversos pai-
ses fué déndose a conocer su presenciz en pridcticamente todos los elementos vi-

vientes,=-

Muy extensa resultaria la enumeracidén detallada de los distintos ma-
teriales bioldgicos en los cuzles e han encontrado fosfatasa. 11 lector inte-
resado puede encontrar referencias que abarcan el tema en forma completa en los
trabajos de McFarlane y Salaman ( 1938 ) y Hoagland vard, Smadel y Rivers (1942)
para los ultravirus; en Pett, Heard y wynne ( 1933 y 19%8 ) para las bacteriasg
en Bamman y Salzer ( 19%6 ) nara el "Aspergillus orizae", origen de la taka-
diastasa; y en Tapadhinas { 19™4%) e Ignatieff y dWastineg ( 1936 ) para distin-

tas especies y partes constituyentes de las plantas.-

Por lo que a Organos animales se refiere, los estudios han alcanzado
a précticamente todos ellos, ( vease el trabajo de resumen de Folley y Kay,
1932 ) y puede decirse que sin excepcidén ha sido encontrada en todos. En el
hombre han sido inicialmente estudiados por Forrai ( 1924 ) quien comprobé la
capacidad hidrolftica para los ésteres fosfdricos del glicerol, fructosa y sa-
cerosa de Srganos tento normales como patoldégicos ( testfculos, suprarrenales,
corazén, tiroides, mdsculo, intestino, codgulo sanguineo, higado canceroso, Tri=

fidn amiloide, fibromioma uterino y en uns metdstasis de bazo ).-

Las primeras referencias que hemos encontrado en fluidos humanos per-
tenecen a Demuth ( 1925 ) quiecn estudid la presencia de hexoso-difosfatass es-
pecialmente en lactantes normales y enfermos ( raquiticos y meningfticos )
encontrdé que el hexoso-di-fosfato de sodio era escindido por la bilis, la sali-
va, la orina, el liquido cerebro espinal y por la leche, tanto de mujer como de
vaca. Entre los flufdos estudiados por Demuth la fosfatasa se encontraba ausen-

te en el jugo estomecal.

También es bastante completa la informacidén que se posee acerca de
los substratos que sufren la accidn fosfatésica de los tejidos; el 4cido orto-
fosfdérico esterificado con alcohdles de alto Yy bajo peso molecular, hidroalcoho=-
les, compuestos alifdticos y ciclicos, ha sido escindido, no citidndose més ex-
cepcién entre los compuestos ensayazdos que la de los €steres rentil y dimentil-
fosféricos ( Jacobson y Tapadhinas, 1931 ).-
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De los substratos fisioldgicos que hemos enumerado anteriormente de-
bemos recordar que han siéo directamente verificados los siguientes ésteres hexo-
so-fosféricos: el hexosa-di-fosférico, el glucosab-fosférico y el fructosa-6-
fosférico por Robison en 1923; el trehalosa-mono-fosférico por Kobison y Morgan

en 1928 y el glucosa-l-monofosférico por Cori, Colowick y Cori en 1937.-

Asi mismo, de los ésteres triosa-fosfdéricos aislados de materiales
bioldgicos han sido verificados los siguientes: el fosfo-glicérico ( Voght,
1929 ); el fosfo-gliceroaldehiéo { Smythe y Gerischer, 1933 ); el fosfo-pirdvico
( Meyerhoff y Lohmann, 1934 ; y los ésteres dioxi-aceton-fosférico, fosfo-léo-

tico y difosfo-glicérico ( Neuberg y Rotini, 1935 ).-

Por lo que a otros tipos de compuestos se refiere, se deben mencionar
los nucledtidos cuya hidrdlisis por los tejidos fué descubierta por Levene y
Medigreceanu { 1911 ) y mejor estudiada por Levene y Dillon en 1930. La capaci-
dad de los extractos renales para escindir la lecitina fué establecida por Kay
en 1926 y la de escindir la fosfo-creatina, por Waldschmidt-Laitz y K8hlexr en
19333 el 4cido adenil-pirofosférico fué usado como substrato por Barreschen y

Lang ( 1932 ) y finalmente la cozimasa por Myrbidck v Ortenblad en 1936,

Las adquisiciones sobre las diversas propiedades enziméticas asi oco-
mo también las nociones que se poseen sobre su constitucién constituyen los te-
mas del presente itrabajo y se daran en detalles en los capitulos siguientes.

Un resumen detallado sobre los nétodos de determinscidn cuantitative se dard

en la parte final, en forma ée Apéndice.-




Capitulo I

CLASIFICACION DE LA3 FOSFATASAS

La fosfomonoesterasa de la gléndula mamaria

En el comienzo del conocimientc de este efecto fosfatdsico tan exten—
dido en todos los materiales bioldgicos se plantea el preblema de averiguar si
la enzime es Unica y la misma en todas partes o si por el contrario existen dis

tintas enzimas que pueden cumplir el mismo efecto mencionado,~

Si bien debe admitirse que toda informacidn experimental acerca de fos-=
fatasas obtenidas en fuentes distintas puede servir para asemejar o diferenciar
una de otra, en el hecho los autores han debido manejarse con pocos datos para
establecer las diferenciaciones y ellas no siempre han sido completamente con-

cordantes.-—

Las bases de las clasificaciones son las siguientes:

12,~ La accidén sobre distintos substratos; fosfatasas de distintos
origenes o ain de un mismo érgano podrdn o no escindir un mismo éster, estable-
ciendo en caso negativo una diferencis indiscutible entre ambas. Cuando dos de
ellas son capaces de actuar sobre un mismo grupo de ésteres suele ofrecer datos

de interés averiguar la velocidad relativa conque escinden a cada uno de ellos.-

2¢.—- E1 pH de accidn Sptima.-—
32.— La susceptibilidad de 1a énzima frente a diversos activadores
e inhibidores.-

LA CLASIFICACION GENERAL DE FOLLEY Y KAY

En 1936 Folley y Kay publicaron una clasificaciédn en la cual incluye-
ron toda la informacidén recogida hasta ese momento. Segun ellos, atendiendo g
las caracteristicas quimicas de los substratos sobre los que actdan, todas las
fosfatasas se pueden dividir en 5 clases, a las cuales han denominado en forms
tal que en los nombres de cada una ge ellas va explicito cuales son esos subs-
tratos.- Las clases son: A) Fosfomonoesterasas, B) Fosfodiesterasas, C) Piro-

fosfatasas, D) Metafosfatasa, E) Fosfoamidasas.- Estas clases & su vez, se pue-
den dividir en sub-clases.~
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A) FOSFOMONOESTERASAS

Salvo la rara excepcidén de algdn substrato no fisiolégico, esta clase
es capaz de hidrolizar todo cuerpo en que el 4cido fosfdrico tenga esterificada
ung sola de sus funciones dcidas.- La excepcidn alegada por Wagner-Jaureg pa-

ra el acido fosfo-1l-(+)-ldctico no ha sido confirmada (Rotini y Neuberg, 1935).

lista clase se divide en 4 tipos: ademis incluyen los autores dos ti-
pos méds a los que llaman de "fosfatasas inclasificadas" y que se diferencian de
las otras por actuar sobre substratos en los gue existen mis de un grupo fogfd-

rico en la moléculs; son estas las Fitssas vy las Hexoso-difosfatasas.-

I.- Tivo alcalino (pH dptimo 9 - 10); presente en la generalidad de
los S8rganos animales siendo especialmente abundante en hueso, riilon, mucosa in-
testinal y gléndula mamaria.- Ln concéiciones normales es el tipo que da valores

més elevados en el plasma sanguineo.-

Frobablemente, en base a las experiencias de Kay (1928), debe incluir-

se en este tipo la nucleotidasa descripta en distintos drganos.-

IL.- Tipo de pH Sptimo alrededor de 5, cncontrada Junto al tipo ante-
rior en higado, bazo, rifion, cerebro, etc.~ Probablemente pertenece tambien g
este tipo la fosfatasa de ,réstata estudiada por W. Kutscher y A. wSrner, cuyo
pH Sptimo oscila entre 3,7y 6,0.- Este 8rganc es extraordinariamente rico en
fosfatasa y hay razones para suponer que la fosfatasa de la orina del sexo mag-

culino se origina en €1 (Scott y Huggins, 1942).-

III.- Tipo 4cido (pH éptimo 3 - 4) obtenida de la taka-diastasa por A-
kamatzu.- kl Sptimo de actividad de esta enzima es asignado a pH 3 por los au-
tores japoneses, a 4 por Kay y Lee Y 555 por Con%ardi y Lrcolis esta discre—
pancia parece haber sido aclarada por la presencia de dos enzimas (pH Sptimos
4,1 y 6,2) una de las cuales se destruye dejando el preparado durante media ho-
ra a pH 8,0 - 8,2 (Bamann y Riedel, 1936).-

IV.- Tipo de fosfomonoesterasa que actda a pH 6ptimo de aproximadamecn-
te 6,5 y que hidroliza el alfa-glfcero fosfato mds rapidamente que el beta-gli-
cero fosfato; se la encuentra en los glébulos rojos donde ha sido estudiada
por Koche (1931) y en la levadura.- lin esta Ultima parece probable que se pue-
dan diferenciar 3 tipos de fosfatasas: una de pH Sptimo alrededor de 4, otrs
cuyo pi es 6,5 y una tercera mde activa en medio alcalino (Schiffner y Krumey,
1938).-

Como ya hemos dicho, a esta clase se agregan 2 tipos méds de "fosfa-
tasas inclasificadas'"; una de ellas es la Fitasa, enzima que hidroliza a 1la

fitina & pH Sptimo 5,4; su diferencia con los otros tipos de fosfomonoesterasas




estarfa asegurada por el hecho de haberse conseguido preparados de estas dl4i=

mas exentos de actividad fitdsica.-

También parece existir una enzima especifica que hidroliza el éster
hexoso~-di~fosfdrico; algunos autores Jjaponeses arguyen haberla separado de las
otras fosfatasas por métodos de absorcién. Deben recordarse a este respecto las
investigaciones de Forrai ( 1924 ); este autor estudid la hidrélisis de los &s-
teres glicero-fosférico, fructoso-di-fosfdérico Yy sacarosa fosfdérico y encontré
que el primero era escindido nor los érganos de origen epitelial pero no ( o por
lo menos mucho menos ) por los drganos originados en el mesenquims mientras

que el fructoso-di-fosfdérico era igualmente hidrolizado por todos los 6rganos.-

B) FOSFODIESTERASAS

Comprende esta clase el conjunto de fosfatasas que actidan cuando en
una molécula de dcido ortofosfdrico hay dos funciones Acidas esterificadas. Se
las ha encontrado en extracto de rifion, en el salvado del arroz Yy en los vene-
nos de algunas serpientesj se han conseguido preparados de monoesterasas libres
de diesterasas, ( pero no estos dltimos libres de monoesterasas )y a partir del
salvado del arroz ( Uzawa). Otra prueba de que esta enzima es diferente de las
monoesterasas la ha dado también Uzawas los “renenos de serpientes de algunas
especies dejan fenol en libertad a partir del difenil-fosfato, pero no liberan

fésforo inorgénico; esto revelaria que no actdan sobre el mono-fenilfosfato,-

La lecitinasa ha eido descripta en distintcs Srganos animales; su pE
de accidn dptima es de 7.5 ( King, 1931 ) y la riqueza de diferentes tejidos
( en orden decreciente ) es la siguientes rifién, intestino delgado, bazo, hfga-

do, tesiticulos, péncreas, intestino grueso, cerebrc, suprarrenales, pulmén, e€tc,-

Esta enzima es contenplada por Folley ¥ Kay como un posible conjunto
de enzimas; en este conjunto actuarfan en primer término las lipasas separando
los grupos 4cidos; luego las fosfodiesterasas dejarian en libertad el grupo gli-
cero-foférico sobre el oual, finalmente, actuarfa una monoesterasa dejando el
fésforo inorgénico en libertad.-
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C) PIROFOSFATASAS

Este grupo de fosfetasas actuan sobre los ésteres del dcido pirofos-
férico, dejando ortofosfatos en libertad. Estan muy empliamente distridbufdas y
actuan a pH fptimo de 7.2 a 7.8. Munemura sostiene haber diferenciado tres ti-
pos cuyo pH Sptimos respectivos residen en 4.5 y 9 pero Folley y Keay no oreen
que haya todavia razones suficientes para aceptar esa divisién.-

En 1931 ha sido descripta la presencia en el higado de mamffercs de
une adenil-pirofosfatasa ( Jacobsen, Barrescheen y Lang ). También se enouen-
tra en los misculos y los autores rusos Engelhardt y Lyubimova ( 1939 ) han
dado & conocer algunos hechos que sugieren la conclusidn extraordinariamente
importante de que dicha enzims ¥ la miosine puedsn ser un mismo elemento da-

do que los medios de extraccidn cuantitativa, la solubilidad, termolabilidad
y sensibilidad & los &4oidos son muy parecidos para ambos.-—

D) METAFOSFATASA

Son enzimas que catalizan la traensformacidn del dcido metafosférico
& ortofosfdrico; fueron descriptas por Kitasato ( 1928 ) quien las encontré
presentes en la taka-diastasa, levzduras y en algunos tejidos animales ( higa-
do y rifién ). Folley y Kay hacen notar que esta enzims cataliza la transforma-
cién de un substrato inorgénico que hasta este momento no ha sido encontrado
en los materiales bioldégicos.-

E) FOSFOAMIDASAS

Estas enzimas catalizan la escisién del grupo fosfdérico de la fosfo-
erginina y la fosfo-creatina; fueron descriptas por Waldschmidt-Leitsz y K8hler.
Segin Iohihers las fosfo-amidasas de origen animal actdan a pH éptimo de 9 y
les de origen vegetal a pH 6. Este mismo autor ha logrado separar ls fosfo-ami-
dasa del rifién de las fosfomonoesterasas, adsorbiendo estas dltimas con caolin
o con hidréxido de aluminio.-

El problema de la unidad o pluralidad de la fosfomonoesterasa alcalina

De toda la larga serie de fosfatasas enumeradas, las que se encuentran

mds frecuentemente en los tejidos animales son las fosfomonoesterasas alcalinas
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( tipo AI de la clasificacidén de Folley y Kay ). Este tipo es el que ha mereci-
do la atencidn preferente de los autores, pero no parece haber sido definitiva-

mente resuelto todavia si corresponde a una sola enzima o a varias.-

En un trabajo anterior al gue terminamos de resumir, publivado por
Kay en 193%2, este autor sistematizaba las propiedades que en aguel entonces pa-
recfan igualar a la mayoria de las fosfatasas de origen animal; indudablemente
ya no se puede aceptar esto en un sentido tan amplio, pero si pueden quedar ta-
les condiciones como una base para discutir si la fosfomonoesterasa tipo AT cons-

tituye o no una unidad enzimatica.-

Tomando en cuenta las fosfatasas de hueso, mucosa intestinal, rifién

y plasma sanguineo, Kay decias

a) El mismo procedimiento es igualmente efectivo para extraer casi

completamente la fosfatasa de los diferentes tejidos.-
b) El pH Sptimo para la actividad de las 4 fosfatasas es el mismo.-

o) El Mg estimula la aotividad de todas ellas y el gMg Sptimo es apro-

ximadamente el mismo.-

d) Si una serie de ésteres son hidrolizados, la relacidén de la inten-
gidad de la hidrélisis de uno a otro es la misma con extractos de cada uno de

los diferentes drganos.-—

e) La constante de disociacitn del compuesto enzima-substrato ( Micha~-
elis y Menten ) es aproximadamente la misme para cada uno de los extractos ti=-

sulares actuando sobre el mismo subsfrato; el beta—~glicero-fosfato de sodio.-

f) La fosfatasa de rifién, hueso, intestino y plasma son capaces d& sin-
tetizar ésteres fosfdricos en condiciones convenientes, y estas condiciones son

las mismas para cada uno de los extractos tisulares.-

Frente a este conjunto impresionante de razones de orden positivo que
tienden a asemejar las distintas fosfatasas alcalinas, han sido referidas nor

distintos autores la existencia de propiedades diferenciales.-

Belfanti, Contardi y Ercoli ( 1935 ) han pretendido demostrar que las
fosfatasas de rifién e higado eran distintas de las foefatasas de hueso y posi-
blemente plasma; segin ellos la fosfatasa de hueso seria mds activa en presen-
cia de "buffer" de glicocola que en presencia de '"buffer” de veronal, mientras
que ocurrirfa lo contrario con las fosfatasas de hfgado y rifién, También seria

1a fosfatasa Ssea mas 14bil en medio dcido que las otras dos y se comportaria
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de manera diferente frente a los iones oxalatos. Lasg fosfatasas alcalinas de los
tres Organos son inhibidas por el idn oxalato y segin los autores eso se debe-
ria a la formacién de un compuesto enzima~oxalato inactivo; la diferencia del
comportamiento de la fosfatasa de hueso con respecto a las otras dos reside en
el hecho de que la presencia del idn fosfato liberado por el mismo resto de ac-
tividad de la enzima seris capaz de separarla de wsu unidn con los oxalatos

y reactivarle en el caso de la fosfatasa de higado y rifidn pero no la reactiva

en el caso de la fosfatasa de hueso.-

O. Bodansky ( 1937 ) en procura de datos para resolver el problema del
origen de la fosfatasa del suero sanguineo estudidé el comportamiento de las fos-
fatasas de hueso, rifién,intestino y suero sanguineo; no encontrd diferencias en
la intensidad de hidrdlisis frente al beta-glicero-fosfato de sodio, hexosa-di-
fosfato de sodio, benzil-fosfato de potasio y propil-fosfato de sodio. Ninguna
de las mencionadas fosfatasas son inhibidas por los alcaloides de la cinchona
¥y todas son inhibidas, en forma que no permite ninguna diferenciacién, por el
cloruro mercirico. En cambio los &cidos biliares ( taurocélico, glicocblico,
desoxicblico y dehidrocélico ) permiten diferenciar las fosfatasas de hueso,

rifién y suero que son inhibidas, de la fosfatasa de intestino que no es inhibi-

d&.—

También de los trabajos de R. Cloetens surgen diferencias entre las
fosfatasas alcalinas. Segun este autor ellas se pueden dividir en dos tipost
I y II; ambas son activadas por las sales de manganeso, pero mientras la tipo
I es inactiva en ausencia de magnesio la de tipo II no requierc este catibén pa-
ra su actividad; la tipo I en presencia de iones de Mg es poco afentada por el
KCN mientras que la tipo II es completamente inactivada; el NaF a la concentra-
cién 0.01 M inhibe el tipo I pero no afecta el tipo II y finalmente, la prime-
ra es més estable en medio 4cida que la segunda. El higado es especialmente ri-
co en fogfatasa I y el intestino en fosfatasa II, habiéndose establecido una
escala del valor de la relacién I/II en los distintos drganos; esta escala da

la siguiente serie: intestino, hueso pulmén rifién higado,=-

INVESTIGACION DE LAS FOSFOMONOESTERASAS EN LA GLANDULA MAMARIA

T T R

Con el objeto de averiguar cualcs son los tipos de fosfomonoesterasas
presentes en la glandula mamaria y comparar la concentracién relativa de cada

una de ellas, hemos efectuado determinaciones en un amplio medio de variacidn
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Determinaciones de pH éptimo de la glédndula memaris fueron efectuadas
por Folley y Kay en 1935; usaron el fenil-fosfato-disédice como substrato Yy
en un medio idnico que se extendfa desde pH 8.5 hasta 10.5. solo puede revelar-
se, con esto, la presencia de fosfomonoesterasa alcalina; paras ella, en el ca-

80 de la gléndula mamaria se la cobaya y en determinaciones de medie hora de
duracién encontraron un pH Sptimo de 9.8.-

- En muestras determinaciones hemos usado como fuente de fosfatass la

gléndula mamaria de vacuno y en un medio de concentracién de hidrogeniones més
extenso' s entre PH 2.8 y G.8.-

Las determinaciones se han efectuado en gléndulas en reposo seoreto-
rio,para evitar la presencia de leche. También,con el objeto de eviter las fos-

Cuadro NS 1

Extracto de glindula mamaria en reposo secretorio, Extracoidn con ague destila-
da adicionada de tolueno al 10 %. Tiempo de incubacidén 1 hora., Temperatura 37680

Subs-| HCL |NaOH 8ol. 30 “feifants oy
trato| 0.1 N |0.1 N |[Fos?atasa! Anfes iﬁﬁliDeSPués inc.{ Inorg. Liberado
mk. ml. ml. ml. | ng. mg.
5 6.00 | 9.00 0 9.77 9.77 0.00 i 0.00
0 6.00 9.00 3 —— — 0.15 | ==
5 6.00 9.00 1 9.75 9.76 04300 : 0,150
5 7,00 8.00 1 9,25 9.25 0.813 | 0,663
5 7.10 7.90 1 9.20 9,22 0,905 | 0,755
5 7.20 7.80 1 9,12 9.13 1.972 | 1.822
5 7.40 7.60 1 9.00 9,01 1.670 | 1.520
5 7.50 7.50 1 8.85 8,85 1,014 | 0,864
5 8,00 | 7,00 1 | 8079 8.81 0,960 | 0.811
: 9.00 | 6.00 1 | 8.45 8046 0.614 | 0,464
5 10.00 5.00 1 | 7:94 7.94 0.452 | 0,302
5 11.00 4:00 1 | 7544 7.45 0.409 i 0.259
5 12,00 3.00 1 6,85 6.86 0.298 ! 0,148
5 13.00 2,00 1 : 6.33 6.32 0,195 : 0.045
5 13.50 1.50 1 ; 5,70 5.70 0.192 i 0.042
5 13.60 1.40 1 § 5417 5.18 0,186 0,036
5 13.70 { 1,30 : ! 4.68 4.65 0,193 | 0.043
5 13.80 1.20 1 ; 3,85 3,84 0,195 | 0,045
5 13.90 1.10 1 z 3,06 3.07 0.183 | 0,033
5 14,00 | 1.00 1 e 2. 65 10,170 | 0.020
5 14.50 0.50 % ; 2.45 2,45 0,162 @ 0,012
S 14.50 | 0.50 0 ; — — 0.00 ; 0,00
; 0 | 14.50 | 0.50 1 - = G150 | e
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Extraccién con agua destilada _
@ ® 72 horas en maceracién o0—o—— 48 horas en maceracién

—

fatasas de la sangre, los tromos del 6rgano fueron lavados antes de ser some-
tidos a la extraccidn propiamenie dicha, haciendo pasar una corriente de agua
por sus vasos sanguineos mayores. Gracias a que la fosfatasa se comporta como
una enzima endocelular, gque requiere una autélisis previa del érgano para poner-
se en libertad, la operacidn del lavado no acarrea uns pérdida significativa pe-
ra nuestro trabajo,- |

Las extracciones se efectuaron con tres liquidos distintoss 12) agua
destilada adicionada de tolueno al 10 % 22) "buffer" de borato preparado segin
S8rensen a pH 9.0 y 6.5, al cual se adicioné tolueno al 10 %, ¥ 32) mezcla de
extraccidn segin Albers ( vease capitulo siguiente ). La duracién de las extrac—
ciones oscilaron entre 48 y 72 horas y se efectuaron en todos los casos & tem-

peratura ambiente y agitando circunstancialmente,-

En las determinaciones de valor fosfatésico se usd el "buffer" de Mi-
chaells, compuesto por acetate de scdio ¥ veronal sédico, al cual se le agrega-
ba 0,1 N de HC1 6 0.1 N de NaOH para lograr el pH deseado.-

Las determinaciones de pH se efectuaron por el método potenciométrico Yy en al-

gunos casos se efectuaron antes y después de incubacibn.-
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Figura N¢ 2

Extraccidn con mezcla de Albers

=9 ----8- 24 horas en maceracidn O~ O— T2 horas en maceracidn

Figura N2 3%

Ixtraccidn con mezcla de borato

~-@--8-- "puffer" a pH 9,0 ~o—O— "buffer" a pH 6,5
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En el cuadro N2 1 se muestra, a maners de ejemplo, el protocolo de las

determinaciones que sirvieron para dibujar una de las curvas de la figura N2 1l.-

Pzede apreciarse en los resultados que anteceden, que la actividad fos-
fatdsica de los extractos mamarios no se extingue totalmente en ninguna parte
del extenso medic de variaciones de pH en el que ha sido buscado. Esto probable-
mente debe atribuirse a la presencia de los tres tipos de fosfomonoesterasas
( AT, AII y AIV de la clasificacidén de Folley y Kay ) que se encuentran distri-

bufidas en forma casi universal en los tejidos de origen animel.-

Los valores de los tipos AII y AIV deben ser sin embargo, muy pobres
en la gléndula mamaria dado que no ha sido posible revelar ningdn Sptimo en las
condiciones en que los hemos ensayado. La posibilidad de una inactivacién du-
rante la extracciln o de un fracaso en los medios extractivos parece muy impro-
bable dada la uniformidad de los resultados conseguidos con los ouatro liguidos
usados y dado también que la duracién del tiempo de extraccién no parece tener
influencia sobre los valcres de las soluciones obtenidas.-

Debe hacerse notar que la falta de valores para los tipos dcidos ase-
meja a la glédndula mamaria a 1o que ocurre con el tejido 8seo, donde también se
encuentran valores muy elevados de fosfatasa alcalina y muy escasos en los otros
tipos. También la curva del plasma sanguineo adopia la misma forma, con valores
relativos de los tipos &4cidos muy inferiores a a alcalina, pero las cantidades
absolutas de esta dltima quedan muy por debajo de los encontrados en los Srganos
anteriores.-

Por lo que al éptimo alcalino se refiere, se debe notaer qﬁe al igual
que lo que ocurre en todos 1los otros Srganos, %iene una zona de pH muy restrin-
gida para su miximo cayendo bruscamente a ambos lados del mismo, El méximo se ha
encontrado entre 8.9 y 9.1 en todas nuestras experiencias, marcando asf una di-
ferencia franca con los valores encontrados por Folley y Kayy esta diferencis
gse explica fécilmente si se tiene en cuenta que el substrato usado por estos
autores es diferente al usado por nosotros y sobre todo, que sus determinacio-

nes fueron efectuadas en tiempo menor. ( Vease méds adelante )

ESTUDIO HISTOQUIMICO DE LA FOSFATASA EN LA GLANDULA MAMARIA

La distribucidén de la fosfatasa en el senco de los tejidos ha sido es-
tudiada de acuerdo con los principios siguientes (Gomori, 1939 - 41): si se in-

cuban cortes tisulatres con un substrato de glicero-fosfato de sodio y en presen-
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Figura N¢ 4

Distribucidén de la fosfatasa
en la gléndula mamaria en re-
poso secretorio.- El sulfuro
de cobalto (negro) que revela
el sitio donde se encuentrs
la fosfatasa, se distribuye
en los elementos epiteliales
y muy escasamente o nada en
los elementos inter-epitelia-
les.-

—<

Figura N¢ 5

Distribucibén de la fosfa-
tasa en la gldndula mama-—
ria en gctividad secreto-

ria.- La proliferacidn de

los elementos epiteliales

ha enriquecido el prepara-
do en fosfatasa.-

Aunque el método se
presta dificilmente para
apreciaciones cuantitativas,
Teparese que la imagen en
este caso revela una acti-
vidad mds intensa que la del
preparado anterior,-

>

Figura N2 5 bis

Preparacidn testigo de la to-
mada para la figura N2 5

El tratamiento de la pre-
paracidn es igual al de la
anterior excepto que no se
ha incubado con glicero-fos-
fato sédico.~

Demuestra la especificidad
de la reaccidén.-
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cia de una sal soluble de calcio, los fosfatos inorgénicos liberados por accidn
enzimidtica precipitan "in situ" al estado de fosfato de calcio. ElL fosfato deo-
positado se puede visualizar posteriormente sea transformandolo en fosfato de
plata, el cual per ser fotosensible se obscureceri bajo la accién de los reycs
ultravioleta (métod- de Késsa) o sea transformandolo en fosfato de cobalto ¥y
posteriormente en sulfuro de cobalto que por ser de color negro se puede ver
fédcilmente en el microscopio.— Esta dltima variante es la que ha sido adoptaia

para obtener las preparaciones que se describen a continuacidn. -

La {igura N¢ 4 corresponde a una fotomicrografia de una preparacién
de glandula memaria de cobaya en condiciones fisioldgicas habituales y la figu-
ra 5, al de uma cobaya en periodo de lactacidén. El "blanco" de esta Ultima, ¢s
decir, la imagen de un corte tratado en la misma forma con excepcidén de la in-

cubacidén con glicero—fosfato sddico, se da en 1a figura 5 bis.-

La fosfaiasa se distribuye casi exclusivamente por las células epi-

teliales que rodean los tubulos y alveolos glandulares y se aprecia tambien

que la reaccién fosfatdsica dibuja por Suers de elles uns membrana propia, en

la misma forma que ha sido descrinta por la observacion de tinciones con los

métodos histoldgicos comunes.- Ei tejide conjuntivo interglandular muestrs urs

reaccién sumamente podbre con respecsto a la del tejido epiteligl.-

Aun cuandc las condiciones dsl método se prestan mal paras una apre-

ciacién cuantitativa rigurosa, la comparacion de las glandulas en perfodos de

lactacidén con aguellas fuera de este periodo parece revelar una actividad més

intensa en las células epiteliales de las primeras. De todas maneras; la mayor

concentracidn de enzima en estas glandulas queda asegurada por la prolifera-

cién del tejidc spitelial J por el aumento de volumen de sus células., En el

mismo sentidec deben interpretarse los resultados de las experiencias de extrzc—

ciones efectuadas con glandulas mamarias de vacunos. (capitulo II)



Capitule II

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA FOSFOMONOESTERASA ALCALINA

Método de purificacién de 1a fosfatasa de la gl4ndula mamaria

Forrai elabord en 1923 un procedimiento pPara pulwerizar y conservar
extractos de Srganos humenos; los polvos obtenidos se revéiaron Posteriormente
ricos en fosfatasas.- Sin embargo, los primeros intentos sistem4dticamente reali-
sados con el objeto de obtener extractos purificados de fosfatasa pertenecen g
Erdtmann, quien er 1927 revels qué a partir de riffones picados extrafdos en un
medio con tolueno se pueden conseguir hasta 6,8 unidades de fosfatasa por 0,5 ml.

Mertland y Robison (1929) purificaron la fosfatasa de hueso; estos au-
Yores extrafan trozos de huesos con 5 veces su peso de ague cloroformada durante
7 & 10 dias; el extracto filtrado se precipitaba luego con una mezcla de alcohol
y eter (200 ml de alcohol y 300 ml de eter para cada 100 ml de extracto), El pre
cipitedo filtrado y lavado luego con alcohol absoluto, se deseca; en esta forma
se obtiene un polvo incoloro Y soluble en agua. Este polvo puede luego ser ex-
traido con aleohol dem509; con lo:cual, aunque ocurren pérdidas en la actividad
total, se gana en purificacidn. Estos mismos autores indican como otro procedi-
miento conveniente para purificar, la precipitacidn de protefinas inactivas s pH
258, dejando la enzims en solucién. Los intentos de purificacidén por medio de
la edsorcidn con caolin, fosfato de caleio o hidréxido de sluminio (tipo B} no

dieron resultados satisfactorios. Los mejores valores logrados por estos autores

nido seco total, es de 55T~

Ehrensvird (1933) efectysa extracciones siguiendo las reglas dadas por
Erdmenn y aprovecha 1a relativa resistencia de 1g fosfatasa para 1a digestidn
triptica para purificarla; somete 2 la accidn de 1a tripsina las proteinas inexr
tes y luego adsorbe 1a enzima por medio del Zecido estedrico. Con este procedi-
miento logra preparados de 1,1 Ung,/mg. contenido seco total.-

La fosfatasa de intestino ha sido purificada por Holmberg (1935); el
extracto de fosfatasa es sometido a una intensa agitacidn con cloroforme, con lo
cual provoca uns desnaturalizacién de las proteinas acompariantes; el autor no da

ninguna relacidn precisa del grado de purificacidn alcanzado; establece que lo-
gra un producto limpido, "que no da precipitado con el Zcido sulfosalicflico,

pero, seguramente, debe tratarse de un producto muy diluido.-
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Les heces de perro como materisl adecuado de partida en la purifica-
cién de la fosfatasa fué propuesto por Armstrong (1935); 1 Kg. de heces se homo-
geinizan agitédndolo prolongadamente con 3 litros de agua helada; la suspensidn
S€ pasa por un tamiz que retiene las particulas grueses, y al liquido se le agre
gan 20 ml. de dcido acético, Se filtrs ¥y luego los fosfatos que han sido disuel-
tos por el tratamiento £cido se precipitan llevando el medio a pH 8 con amonia
co. El filtrado se precipits con sulfato de amonio a saturacién y acetona, sepa-
réndose el precipitado proteico; sste ge disuelve posteriormente con agua amonia
cal a pH 8 ~ 9 y se trata con 0,5 al. de deido acético glacial para llevar a pH
4 - 4,5 con lo cual precipita material inactivo. La solucién se agita con carbdn
Yy se filtra; el filtrade ze 1levs & ol 7 con 1 ml de amonfaco concentrado ¥y pos-
teriormente se precipita nuevsmente con acetona. Se produce un precipitado gomo-
S0 que se lleva a un vidrio de reloj y se deseca en vacfo. Los autores han logra

do valores de 130,000 g 185,000 unidades King Yy Armstrong por gramo de precipi-
tado desecado.-

El procedimiento de purificacidn de H. y E. Albers

Indudablemente, al tiempo de escribirse este trabajo los intentos més
felizmente ejecutados con el fin de purificar la fosfomonoesterasa alcalina, per
tenecen g H. y E, Albers, del Instituto Biogquimico de Estocolmo gue dirige el
prof. H., v. Buler.-

Estos autores comenzaron por utilizar el medio de extraccién de Erdt-
menn ya citadoj si durante 1 o 2 dias se autolizan rifiones de cerdo con agua to-
luolada se obtiene una excelente extraccidn en lo que se refiere a los valores
de fosfatasa; sin embargo, el liquido que se obtiene esti lejos de ser satisfac-
torio a los fines subsiguientes: es un 1fquido muy dificil de filtrar y ademés,
cuando se lo somete al tratamiento alcohdlico da un precipitado muy rico en pro-
tefnas inexrte ; tiene tambien hemoglobins originada em los eritrocitos hemoliza-
dos durante la extraccidn. En vists de todos estos inconvenientes que presente
la extraccidn con agua toluolada, loe autores usaron el acetato de etilo como
agente de autdlisis; con &1 se evita 1a hemélisis y se consiguen extractos con
relativamente bajos contenidos en proteinas: esto es debido g que el acetato de
etilo es descompuesto por las esterasas del tejido y el acido acético liberado
hace en conjunto con los otros elementos del medio un sistema "buffer" cuyo pH
Ooscila entre 5 y 6 en el cual, las proteinas de elevado peso molecular son inso-
lubles., &1 extracto posee ademis 1a ventaja de filtrar facilmente, dando un 1{-

quido claro, color amarillo oro y de fuerte florescencia verde,-—
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La extraccién con acetato de etilo tiene el inconveniente muy serio
de que pierde mucha fosfatasa; los valores U.F./0,5 ml que en las extraceiones
con tolueno eran de 6,77 a 5,0 bajaron cuando se usé acetato de etilo a valores
de 1,18 - 1,58.~ Afortunadamente, las ventajas obtenidas con una y otra extrac-
¢idén se mostraron aditivas cuando el tolueno Yy el acetato de etilo actuaron si-
multaneamente, y en vista de ello, los autores adoptaron para extraer el liqui-
do que resulta de agregar a 1 litro de agua, 100 ml de una mezcla compuesta por
partes iguales de acetato de etilo y tolueno.-

La purificacién ulterior fué lograda por precipitacidn alcohdlica
fraccionada. Puede decirse en resumen que fueron ensayadas tres fracciones; pri
mero, una fraccidn que precipita agregando un volumen de alchol igual al del ex
tracto ensayado: con esta fracciédn precipita muy poco fosfatasa y muy impurifi-
cada. En una segunda precipitacién, obtenida agregando otro volumen de alcohol
a los liquidos sobrantes del tratamiento anterior, se obtiene la mayor cantidad
de fosfatasa y con el mayor grado de pureza. El agregado ulterior de otro volu-

men de alcohol no suments sino muy poco la recuperacidén de enzima y ella esté
nuevamnente muy impurificada.-

Dado que segin los resultados de estos fraccionamientos la fosfatasa
se comportaba como un cuerpo soluble en alcohol de baja graduacidén, los autores
resolvieron reemplazar la mezcla de extraccidn que hemos citado por otra que eg
t4 compuesta por 1 litro de alcohol de 502 al cual se le agrega la mezcla a par
tes iguales de tolueno y acetato de etilo (100 ml de 1la mezcla). En esta forma
consiguieron mejorar no solo la relacidn de prureza de los extractos si no que
inclusive mejoré el rendimiento en fosfatasa. En este medio alcohdélico es posi-
ble dejar un tiempo mds prolongado para que se cumpla la autélisis con lo eual
se consigue el efecto buscado por Ehrensvird cuando agregaba tripsina a sus me-

diog de extraccién, pero en este caso se logra con el concurso de las propias
enzimas del drgano extrafdo.-

A

4 estos extractos se les agregé luego alcohol hasta obtener una con-
centracién finel de 65 voldmenes %. El precipitado que asi se obtuvo fué lavado
con alcohol o aon eter y luego secado al vacfio o 2l aire. El polvo resultante
tiene de 40 2 50 U.F./ mg contenido seco total y es soluble en agua. Si de este
material se eliman los constituyentes inorgénicos - principalmente al estado
de fosfato ambénico magnésico - y luego se vuelve a precipitar con alcohol &

65 vol. %, se obtienen polvos cuyos valores en fosfatasa alcanzan hasta 150
U.F./mg de contenido seco total.-

Los intentos realizados por los Albers pars purificar esta enzima
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por medio de adsorcidén con hidréxicéo de aluminio Cy, con fosfato de calcio, fos-
fato de magnesio o caolin, fracasaron, ¥n aquellos casos en que la encima fué

adsorbida por uno Ge estos agentes, no fué luego posible eluirla.-

Los principios de extraccidén propuestos por H. y E Albers han sido
utilizados en trubajos posteriores por Lora Tamayo y hodriguez Blanco (1936)
Cheng, iheermann y Ivy (1940) y Caputto y Marsal (1941).-

Purificacién de los extractos renales (Marsal, 1940)

——

Despues de haber ensayado distintas mezclas para extrser la fesfatasa
renal, el prof. Marsal se decidié por la extraccidn de Albers. Los extractcs ob-
tenidos fueron luego precipitados con acetona en proporciones ¢ue variaron en-
tre 28 y 33 volumenes %; = menores concentraciones de acetona el rendimiento err
fosfatasa disminuye mucho y a mayores concentraciones se obtiene un valor U.F/
mg proteina, muy bajo. El precipitado obtenic¢o es decantado, centrifugedo y lue-
go suspendido dos veces en "buffer® ce borato a pH 9,1. Con objeto de purifi-
carla, la fosfatasa fué posteriormente precipitada con p-dioxi-dietileno (1,4
dioxane “astmann), en condiciones Ge concentracidén, pH, temperature y tiempo
éptimos, que se determinaron: se encontrd que los preparrdos més purificados se
obtienen cuendo el eluido en "buffer” de bor:to se¢ precinita con 1 volumen de
dioxana, a 32 - 5¢ de temperatura, pH 6,5 y durante 1 hor . El precipitado
que se obtiene ¢n esta forma se disuelve nuevemente en "buffer" de borato y se
filtre. Con este método se han obtenido preparzéos de¢ hasta 1458 U.F./mg pro-
teines.~

LATRACCION Y PURIFICACION DE Le FOSFATACA DE LA GLANDULA MAMARIA

Eleccidén del material de partida

El elevado contenido en fosfatesa de la glédndula mamaria fuéd estable—
cido por Folley y Kay en 1936. Estos autores encontraron en la cobaya que diche
gléndula era por lo menos tan rica como el rifion del mismo animel; compararon
ademds los valores de los extractos de glidndulas en reposo seocretorio con ague
llas que maniiestaban signos de secrecidén lactea y encontraron que por gramo de
érgano las gléndulas en reposoo daban méds fosfatasa que las glédndulas en asctivi-
ded; atribuyeron este hecho, en parte, a2 que la presencia de leche que es una
secrecidén pobre en fosfatasa, sumenta relativemente mucho mds el peso del Srga.
no gue lo que aporta en enzima; por otra parte admiten que intrinseca

mente la gldndula en reposo sea mas rica que la glédndula secretante.—




Durante nuestro trabajo con glandulas de vacunos trafdas de los Mata-
deros lunicipales hemos podido constatar una enorme irregularidad en los valores
obtenidos; el hecho se debe; a nuestro juicio, a que por razén del mismo origen
del material que hemos usado no ha sido posible sino tomar en consideracidn si
la gléndula estaba en actividad o no y desconociendo la edad del animal - que
posiblemente sea el factor preponderante - y el perfodo de actividad en que la
gléndula se hellaba. En vista de gue el trabajo de Folley y Kay no menciona que
tales factores han sido tomalos en consideracién, sus conclusiones no pueden ser
tenidas como definitivas.-

En el cuadro siguicnte todos los extractos han sido obtenidos con la
misma técnice y en 61 1 ml eguivale a 1 gr de Srgano; los extractos han sido obe
tenido por autdlisis durante 72 horas.-

Cuadro N8 2

Extraccién oon mezcla de Albers.- Autolisis durante 72 horas.- 1 ml equivale &
1 gr de Srgano,~

Gléndulas en reposo Gléndulas en actividad
secretorio secretoria
U.F./ml U.F./ml
3,60 27,40
10,00 67,20
9,60 23,00
11,30 11, 30
43,80 25,00
32,60 27,80
53,63 10,20
40,08

Se puede apreoiar que tanto entre las gléndulas en reposo como entre
aquellas que estdn en actividad, las diferencias son muy grandes; hay que adver
tir sin embargo, que los cusiro Ultimos valores de las glédndulas en reposo co-
rresponden a animeles jévenes ('vaquillonas"(l)) y presentan uns diferencis os-
tensible con los otros valores de la misma columna.- Tambien debemos hacer no-
tar que el valor 67,20 que aparece entre las gldndulas en actividad secretoria
pertenece a un animal en avanzado estado de prefiez (1), por lo cual, aunque no
hubiera todavia secrecidén lactea, lo hemos inclufdo en este grupo.-

(1) Dato del Sr. Veterinario de la Inspeccién Sanitaria Municipal en los Mata-
Ceros,=-
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Las gléndulas de animales jévenes, que parecerfan mostrarse como el ma
terial de partida preferible, son sin embargo, gléndulas muy chicas, invadidas
por la grasa ¥y por afiadidura dificiles de conseguir. Por eso hemos preferide las
glédndulas en actividad secretorias: proveen siempre abundante material y, en gene

ral més ricas en fosfatasa que el comin de las glédndulas mamarias de animales a-
dultos.-

Extraccidn de la fosfatasa mamaria

Gléndulas de vacunos recientemente faenados se liberan de la grasa pe-
rimamaria e interlobulillar; si ellas son ricas en leche se las exprime y se las
lava con el objeto de extraer la mayor cantidad posible de la mismaj; este lavado
practicado antes de la trituracidn del Srgano no afecta apreciablemente el con-~
tenido en enzima. Luego se procede a la trituracién con mdquins picadora de car-
ne y se extrae con un volumen de liquido en mililitros igual a la cantidad de

gramos de 8rgano que se extrae.-

Con diversas finalidades ( especialmente para asegurarnos la ex¥rac-
cién de todos los tipos de fosfomcnoesterasas para estudiar las curvas de pH Sp-
timo ) hemos extrafdo a veces con agua mids tolueno al 10 %, con "buffer" de bo-

rato a pH 6,5 y 9,0, con alcohol de 502 y con la mezcla de Albers.-

Las cuatro primeras extracciones mencionadas, son muy inferiores a la
extraccién de Albers; al cabo de 48 horas el liquido de extraccidn y el tejido
han constitufdo una masa viscosa que e¢s sumamente dificil de filtrar; el valor
en fosfatasa por ml de extracto no es apreciablemente menor que el extraido con
la mezcla de Albers pero la cantidad total de extracto que Se puecde recuperar s
mucho menor; ademés son mezclas putrescibles y disuelven muchas protefnas tisu-
lares; tambien disuelven hemoglobina en cantidad suficientc como para dar bastan
te color al extracto.- kn el cuadro N¢ 3 se pueden apreciar algunas de las di-

ferencias cuantitativas mencionades. -

La extraccidén con el liquido de Albers es imputrescible ain en las tem
poradas de mas calor, que en nuestro ambiente exceden los 3582C, pero hay que to-
mar especial cuidado de efectuar una buena agitacidén en los primeros momentos
en que se mezcla con el tejido. Bl extracto que se obtiene es de color emarillo,
con una ligerisima fluorescencia verdosa y la cantidad es por lo comdin un poco

mayor que la cantidad de liquido de la gue se partid.-

En algunas ocasiones se ha notado que tembien con esta mezcla se obtie
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Cuadro N2 3

Comparacidén de las extracciones obtenidas con mezcla de Albers con las obtenidas
con agua y con "buffer" de borato a pH 6,5. Temperatura ambiente (152 = 248).~
Se utilizan N ml de liguido de extraccién para N gr de Srgano.-

Liquido de : Extracto total U.B,
extraccidn U.F./nl. U.F./ng N ml total

Extraccidén durante 48 horas

Albers 17,40 17,60 250 4350

Agua 17,00 10,33 110 1870
Extracciédn durante 72 horas

Albers 12,40 13,80 340 4216

Agua 12,50 8,30 120 1500
Extraccién durante 48 horas

Albers 21,20 19,70 275 5830

Borato (pH 6,5) 20,60 15,40 130 2678

nen lfquidos algo viscosos y que ofrecen algunas dificultades para filtrarlos,
pero siempre estas dificultades son mucho menores a las que se presentan cuan
do la extraccilén se hace con agua toluolada. La causa més probable de aguellas
dificultades con la extraccién de Albers debe atribuirse a que el pH, que nor-
malmente oscila entre 5,5 y 6, no desciende en estos casos suficientemente;
en esos mismos extractos suele ocurrir tambien que la desnaturalizacién de ls

hemoglobina no se efectue tan completamente como en condiciones comunes.-

ks frecuente que los extractos sean muy ricos en l{pidos; estos 1ipi
dos, como lo hemos verificado repetidas veces, no arrastran ninguna fosfatasa
por lo cual nos desemberazamos de ellos. Esto se puede hacer muy fécilmente de
Jando reposar los extractos y refrigerdndolos: los lfpidos formen una masa sé-
lida y compacta en la parte superior del liguido que se quita con toda facili-
dad.~

En el cuadro N2 4 se pueden comparar las relaciones de purificacidén
(U.F./mg de N total) de los extractos obtenidos a partir de gléndulas en repo-
so secretorio y gléndulas en actividad; se aprecia que en general estas dltimas
dan valores més elevados que aguellas en reposo, lo que parece indicar que el
gumento en actividad fosfatdsica es relativamente mayor que el sumento de los
componentes nitrogenados que se producen én el proceso de la secreoidén lactea.
Debe recordarse, sin embargo, que estas conclusiones quedan limitadas por las

mismas consideraciones gue sobre otros factores (especialmente la edad del ani-
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Cuadro N2 4

Comparacifén entre las relaciones de purificacidn de los extractos obtenidos

de gléndulas en reposo y en actividad secretoria. Ixtraccidn con liguido de
Albers,-

Gléndulag en reposo Gléndulas en actividad
seoretorio gscretoria
U.F./mg N total U.F./mg N total
2;90 25,0
7’80 : 23.""
32,90 23,45
15, 64 20,9

Los dos dltimos valores de las glédndulas en reposo son de animales jévenes
("vaquillonas" ).~

mal) se hicieron 2 propésito de la rigueza absoluta en fosfatase de estos

miesmos extractos (vease antes).-

.Concentracién de las prepvaraciones

El extracto crudo anteriormente descripto es precipitado con etenol
& 958C, agregando en la proporcidén de 1 litro de aloohol para 800 ml de extrag
%o, Ul conjunto se deja en el refrigerador eléctrico (5 grados) durante tods
la noche y el dfa siguiente se separa por decantacidn y centrifugacidén las
proteinas precipitadas; generslmente no hay ninguneg dificultad en esta centri-
fugacidn y las protefnas de un color blanco amarillento se separan perfectamen

te del liguido sobrenadante; este wltimo, que es muy pobre.en foefatasa, se
desecha,- '

kl precipitado de protefnas se somete a la accidn del disolvente paé
ra efectuar le elucidén de la enzima, Hemos estudiado los siguientes solventes;
agua destilada, "buffer" de borato sédico (segin S8rensen) a pH 9 y el etanol
e 25 grados centesimales, En todos los casos hemos empleado una cantidad de di
solvente que equivalfa a 1/10 del volumen primitivo del extracto, de modo tal,
que debia esperarse un aumento en le concentracidén de la enzima de aproximeda-
mente 10 veces el primitivo. Hsta solucidn de fosfatase parcialmente purifica-

da la denominaremos kIL; (elucién N2 1), En el cuadro N2 5 presentamos los

resultados obtenidos con los diferentes solventes mencionados.-

Puede apreciarse que el etanol de 252 supera a los otros disolven—



- 28 -

Cusdro N2 §

Comparacién del agua destilada, "buffer" de borato a pE 9 y alcohol de 258,

como agentes de elucién de la fosfatasa. Se usan N/10 ml de agente de elucidén
para N ml del extracto del cual se parte.-

. ixt. ocrudo Elucidn Res xidn i Fosfatasa
Agente elucidn U.F./mg ¥ UaFa/mg N purificacidn recuperada
%
Agua destilads 748 10,9 1,4 19,42

n " " 10, 4 14’ 2 1, 5 P
"Buffer" borato 4,3 11,0 2,5 80,2
Etanol 252 11,5% 275,8 24,4 90,5
oo 18,02 267,0 14,8 ——
noon n 23.0 320,0 14,1 68,0
noon n 15,64 268,60 17,2 82,0
noon n 20,5 376,2 18,0 79,3
e e 23,45 361,13 | 15,4 | 83,3

tes ensayados por nosotros, en la eluridn de lg fosfatusa precipitads. De e ob-
gervarse gque el tftulo del elcchol gue eluye se eleva en contacto con el preci-
pitado que es més ribo en etanol; por ¢so no hemos usado etuncl de 308 o 35R en
los cuales es soluble la fosfetasa alcalinas de partirse dev alcohol de esa gra-
duacién, al eleverse ésta en contacto con el precipitado la solubilidad de la
engima disminuye y las recupersciones no son satisfactoriag.=-

En algunas ocasiones hemos desecado el precipitado antes de eluirlo
oon el etanoly esta maners de proceder resulta muy cémods pues permite almacenar
enzima y usarla en el momento oportuno. Tiene sin embargoe como inoonveniente que
las recuperaciones son inferiores a las que se consiguen cuando las eluciones se
efeotdan inmediatamente. Tenemos registrados dos ejemplcs: una precipitecidn e-
feotuada el 24/ RI/ 1941 fué desecada al aire y sobre CaCl, y luego estacig
nada hasta el 3/ II/ 1942, vale decir, durente 71 dfas . Al cabo do ese tiempo
ge efeotud la elucidn en alcohcl de 252 y se recupsrd el 45 % del valor en fos
fatase del extracto orudo del cual se partid. En otro e¢jemplo, precipitado el
28/ I/ 1942, fué desecado y elufdo posteriormente ¢l 8/ IV/ 1942 recuperdndose
el 48 % de le fosfatasa inicial. Se aprecia que ambas recuperaciones son inferio
res a les registradas en el cuadro anterior, de¢ expericncias en las cuales las¢

eluciones se¢ cfectuaron inmediatamente .-

Al llegar & este punto intercs: hacer notar la llamativa diferen-
cia que existe entre el comportamiento de los precipitados de extractos renales

y los de la glédndula mamaria. En los primeros, al disolver el precipitado enzimg
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tico se recupera una cantidad de actividad fosfatdsics que habitualmente do-
bla o triplica la del extracte crudo del que se parte (Llbers, Marsal). Esto no
puede explicarse si no es admitiendo quc la purificacidn e¢limina un irhibidor
el que, a juzgar por los resultados de¢ su accidn, es bastante enérgico., En la
glandule mamaria, en cambio, no parece gue exigten tales inhibidores o, si los
hay, ellos decben ser de accidn muy débil; la posibilidad de que existan no debe
ser totalmente descartada, sin embarga, rucs las recuperaciones excesivamente
bucnas que sc constatan en el cuadro N2 5 despues de un tratamiento enérgico de
las protefnas, como es de: la preceipitacidn alcohdlica, dejan cierto margen pers
esa suposicidn,-

Purificacién de 1les preparecioncs

En eluciones repetidas con etanol de 259 cdvgpues de sendas precipita-
ciones con distintos agentcs, se consiguid mejorar ligeramente la relacidn de
purificacién de los preparados, pero en csscale cicrtamente poco satisfactorisa.
En vista de ollo, resolvimos ensayar laus soluciones salinas a diversas concen-
trgoiones. Usamos en primer lugar, soluciones de sulfeto de amonio y sulfato de
magnesio, rero con ninguno de ellos hewos podido elaborar hasta ahora una téeni-
ca que diera buenos resultados. Ks de hscer notar gue en las precipitaciones de
fosfatase oon sulfato de amonio la enzime so destruyc notablementecs hesta més
del 50% en una sola precipitacidn y por un mecanismo que todavia desconocemos.-

Hemos encontrado, que las soluciones saturatas de acetato de magnesio
constituyen un buen agente de elucidn de la enzima: a la vesz gque no destruye la
fosfomonoesterasa alcalina disuelve cantidades relativamente menores de protef-
nas inespecificas.- Por otra parte, el acetato de magnesio posee la ventaja de
ser soluble en alcohol de alta graduacidn 1o gque nos permite sn lo queé nos per=-
mite en aquellos casos en gue es necesario, desenbarazsrncs fécilmente de las

grandes concentraciones salinas.-

La segunda precipitacidn la efectuamos con acetona. Se probaron las
concentraciones de 33, 50 y 60 volimenes de ac<iona por cien ‘de solucidn
final; la fosfatasa mamaria frente a esas concentraciones de acetona se precipi-
ta paulatinamente, logréndose solo a 50 o 60 vol. % una buena precipitacién de
aquella.-

Hebfamos usado la acetona durante un periodo de casi dos afios sin en-
contrar ningin inconveniente; dltimamente, sin embargou, hemos debido perder al-
gunos preparados porgue sl ser tratados con acetona se formaba una solucidn tur-
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bia, de apariencia coloidal, de la cual resulta absolutamente imposible precipi=-
tar las proteinas. El inconveniente estd motivado por defectos de la acetona que
se presenta en el comercio y que no siempre se eliminan con una sola destilacidn
pero despues de doble destilacidn han desaparecido siempre.- Tambien hemos adop=-
tado ultimeamente la precaucidn de refrigerar previamente la acetona y no agitar
viglentamente en el momento de mezclar el El, con la misma.-

El procedimiento definitivemente adoptado, fué el siguiente: la solu-
cidén de fosfatasa parcialmente purificads ( & la cual anteriormente hemos deno-
minado Elj ) se precipita con un volumen igual de acetona y se deja durante una
noohe¢ en el refrigerador. El precipitado proteico - que contiene practicamente
toda la fosfatesa - es elufdo al dfa siguiente con la solucidn saturads de ace-
tato de magnesio cuyo pHE se ha ajustado entre 6 Y 73 se usa medio volumen de es-
ta solucidn por cada volumen de E1j del cual se partid. Obtenemos asf una so
lucién de fosfatasa en solucién satursda de acetato de magnesio, que llamaremos
Elp (segundo elufdo).=-

Cuadro N¢ 6

Resumen de los resultados del método de purificacidn. Como norma de las concen=
traciones se usa: ilj = N extr. orudo/10. Elp = N uly/? y Elg = N Elp/2

Eluecidén la. Blucidn 2a. . Elueidn 3a.
Extr.crudo l8pp. U.F,/mg N 22pD. UuFa/mg N 38PD. U.F./ mg N
U.F./mg N agente Y agente e agente y agente ¢ agente y agente e
&V lucién (2) lucidn (3) lucidn
— etanol 301,1 alc. acetona ——— etanol 453%,3 alo.,
11,3 i 275,8 " " 400,2 alc, R 577,0 ™"
18,0 1" 267?0 1" L 389,2 " " 477’0 ]
32,2 etanol 360,0 ale. acetona 985,0 Mg.' etanol —-—
e ; 247,2 " 4 716,3 lig. " 1504,~ Mg.'
24,0 i 207,04+ s 816,2 Mg, " 2086.- Mg.
23,45 f 261,1 * 1 866,4 Mg, & 1800.,- Mg.
15, 64 " 268,6 " s I 2232,- Mg.
29,7 At 402,9 ¥ o 996,5 Mg. B 2480.~ lg.
34,8 " e ) " ] SRR " 26090_ Mg.

(1) Concentracién finals 65 % . (2) Concentracidén finsl : €0 % . (3) Concen-
tracién final : 85 %.-

(') Mg significa solucién saturada de acetato de magnesio.-
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La solucién Elp es tratada con un exceso (4 o 5 volumenes de etanol
de 952 refrigerado. Despues de 3 o 4 horas las proteinas estdn bien précisitalas
y se pueden centrifugar. El preeipifado es luego sometido a la tercera elucidn,
la cual, habitualmente le hemos efectuado de nuevo con solucidén saturada de ace-
tato de megnesio. En algunos preparados efectuados con fines especieles y que se-
ren descriptos en capftulos posteriores, hemos realizado la segunda ¥y tercera
eluciones con agua destilada o con aleohol de 2583 el valor de estos preparados
es siempre menor a los obtenidos con solucidén saturade de acetato de magnesio.-

En el cuadro N2 6 se resume la marcha del método descripto y los resul-
tados obtenidos con el mismo. A los efectos de poder establecer comparaciones con
ol método de las sucesivas eluciones en alcohol de 258 damos tﬁmbiun los resulte-
dos obtenidos con tres de estas preparaciones.-

LA EFICACIA DEL METODO DE PURIFICACION PROPUESTO

Es dificil comparer la eficacia dc¢ los métodos de purificacidn propues-
tos por los distintos autores porgue generalmente no se ha seguido la misma rela-
cién para expresar los resultados finales logrados.-

Habitualmente, aquellos autores que han usado o llegan a una solucidn
final en la ouwal todos los materiales agregados son evaporasbles, 8 guian por la
relacién " U.F./mg peso seco total', y aun asi, a pesar de que la relacidn es
le misma, los resultadoss son diffciles de comparar porque no han usado la misma
definicién de unidad fosfatdsicas tal es, por ejemplo, lo gque oocurre oon los pre-
parados de Martland y Robison, Albers y Albers, Armstrong, eto.=-

Otra menera de expresar los valores de los preparade® es relacionan-
do su potencis enzimftica con el contenido en proteinas del mismo: "U.F./mg de
protefnas", Esta relacidén, que ha sido muy usada en trabsjos con otras enzimas,
es la que ha seguido el prof. llarsal para expresar los resultados obtenidos con
la fosfatasa renal. Nosotros tambien intentamos seguirla pero encontramos tales
inconvenientes en la precipitacidén cuantitativa de las proteinas de la gléndula

mamarie que debimos desistir. Desde entonces hemos usado la expresidén "U.F./mg
de N total".-

Teniendo en cuenta les limitaciones que nacen de las consideraciones
anteriores, puede intentarse establecer parangones entre los diversos preparados
de fosfomonoestrusa alcelina que actualmente se disponen. Los preparados de

Albers y Albers de 150 U.F./mg contenido seco total y especialmente los del prof.
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Marsal de 1458 U.F./mg de proteina, dében ser tenidos junto con los de Armstrong
elaborwiv® a partir de materias fecales de perro y con un valor de 185,000

U. K.y A, (1)/gr de contenido seco total, como las preparaciones mds puras de
esta enzima. Los preparados obtenidos por nosotros a partir de gléndula mamaria
Yy con un contenido de 2500 U.F./mg N total deben colocarse muy préximos a los
anteriores, pues como veremos mis adelante, el valor de 178 U.F./mg contenido se

co total ha sido alcanzado por un preparaco de 1853 U}Eh/mg N total que no habia
sido tratado con acetato de magnesioc,-

91 aun fuere posible establecer comparaciones entre dos fosfatasas de
distintos tipos, debemos decir que las fosfatasas AI no son las que se han logra
do més activas de todas las fosfomonoesterasas de origen animal; en efecto, Kutg
cher y Panny (1938) refieren haber obtenido preparados de fosfatesa de préstata

(tipo AII) de un valor de 467 mg P liberado/ mg contenido seco total (corres-
ponderian a 4670 U.F./con mg. contenido seco total).-

Por lo que a nuestro método se refiere debemos agregar que si se toman
en consideracidén los valores de fosfatasa por gramo ue gldndula de la cual se
parte y se los compara con los velores del preparado final, se verifica una pu-
rificacidén de alrededor de 5000 veces. Si la comparacién se hace entre los valo-

Tes en el extracto crudo y en la elucidn final, la purificacidn oscila entre 85
¥ 100 veces,-

Le recuperacién final de enzima total es en nuestro método bastante

buenas generalmente han oscilado entre el 35 ¥y el 45 % del total determinado en
el extracto orudo,.-

(1).- Unidades King y Armstrong. Para la definicién de esta como de otras uni-
dades de actividad fosfatésica vease el "Apendice",-




Capitulo III

PROPIEDADES Y NATURALEZA QUIKMICA DE LA FOSFOMONOESTERASA ALCALINA

ALGUNAS RELACIONES ELEMENTALES DEL PREPARADO PUKIFICADO

OBTENIDO DE LA GLANDULA MAWMARTA

Nitrégeno total

La solucidn final que se obtiene con el método descripto es casi in-
colora, con un ligero tinte amarillento en los preparados cuyas concentraciones
oscilan entre 1000 y 1500 u.F. por mi..-

Se ha procurado establecer mediante la relacidén porcentual del con-
tenido en nitrégeno total con respecto al contenido seco total si la parte di-
suelta estd oonstitufda exclusivamente por cuerpos de naturaleza proteica. Igno-
remos gue se haya determinedo dicha relacidén en otros preparados de fosfomono-
esterase alocalinaj ella ha sido determinada , en cambio, en preparados purifi-
cados de fosfatasa de préstata ( tipo AII de Folley y Kay ), en las cuales
Kutscher y Pany ( 1935 ) encontraron un contenido de N total de 11,7 %, 15,1 %,
y 16,4 % con respecto al contenido seco total, pudiéndose apreciar que estos
valores concuerdan satisfactoriamente con los gue habitualmente se encuentran

en proteinas purificadas.-

Nuestras determinaciones se efectuaron en cuetro preparesdos obteni-
dos con el procedimiento descripto en el capitulo anterior, pero luego lavados
reiteradamente con alecohol refrigerado hasta quitar el exceso de acetato de

magnesio.=-

Te dichas determinaciones ha resultado gque con respecto al "conteni-
do seco %total" los valores porcentuales del nitrdgeno oscilan entre 8 y 10.5
( cuadro N& 7 ), los cuales son sin duda més bajos que los que se encuentran
generalmente en proteinas simples. Cabe esperar que una mayor purificacidn
sproxime mis la mencionada relacidén a las que se encueniran en estos cuerpos,

a semejenza de lo que ocurre con la fosfatasa de préstata. Debe recordarse,



e i

- 34 -

Cuadro N2 7

Relaciones entre el contenido seco tatal Y el "nitrégeno total"

en preparados purificados de fosfatasa mamaris

-

mg.cont.seco ng. de N
Relecién purific. total para total para N
1000 U.F. 1000 U.F. %
1329 U.F./ng. N 9.71 0.753 7.75
1853 U.F./mg. N 6.14 0,541 8.77
1082 U,F./mg. N 8,82 0.920 10.36
1522 U.¥./mg. ¥ 7.23 0.652 8,99

ein embargo, que la fosfatasa AIT se comporta como une protefna no escindible
por didlisis mientras que la fosfatasa alcalina se divide en dos fracciones
bajo la accitn de la misma ( vease mds adelante ). No debe desecharse la posi-
bilidaed de que este distinto comportamiento frente a 1a didlisis treduzca di-
ferencias en la composicidn quimica que tambiédn pueden manifestarse por dife=
rencias en las relaciones elementales,-

Nitrégeno amfnico libre

Farte del nitrégeno se encuentra al estado de N amfnico libre y lo
hemos dosado en algunos preparados siguiendo la técnica de S8rensen-Henriquez,
la cual estéd basada en la reaccidn de la formaldehida que bloquea las referi-
das funciones aminicas y eleva la acidez del medio.-

La relacién N total/N aminico libre es aproximedamente carscterfsti-
ca de cada grupo de protefnas y esti aumentada en aquellas que poseen especial
riquezes en amino-4cidos dieminados tales como las protaminas o las histonas y
en los productos de desintegracidn hidrolftica de todas las proteinas,-

Loo valores encontrados en nuestros preparados no son més altos que
los que se encuentran habitualmente J 1O parecen pertenecer a compuestos en los

cuales los diamino-dcidos sean abundantes. He aqui dos ejemplos de nuestras de=-
terminaciones:

1) Relaci6n de purificacién: 1329 U.F./mg. N
N total para 4840 U. F. i 3.64 mg.
N aminico p. " "™ w ;0,20 pg,

N total/N aminico i
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2-) Relacién de purificacién: 1303 U.F./mg, N
N total para 3000 U. F. 2.350 mg.
N amfnico p. ®* " " 5  0.19 ng.
K total/N amfnico ¢ 12,1

Fosfatos y P orgédnico

Estudiando los fosfatos inorgédnicos en las distintas etapas del mé-
todo de purificacidn se constaba ila presencia de los mismos en el extracto eru-
do y en el primer eluido, siendo excepcional que se lo encuentre teambién en el
segundo elufdo. En cualquier momento que se necesite eliminarlos se lo hace fa-
cilmente agregando solucidn dilufda de amonfaco al cual se le debe agregar en
ocasiones soluciones dilufdas de alguna sal magnéeica. Si la operacidén se reasli-
za prudentemente sin permitir que se eleve la alcalinidad en el seno del prepa-

rado se pueden precipitar practicamente todos los fosfatos sin pérdidesde acti-
vided enzimética.-

El preparado definitivo nunca requiere este tratamiento pues no con-
tiene cantidades dosables de P inorgéanico; con el reductor de Kuttner y Lichtens-
tein de cloruro estafioso, en presencia de molibdato de sodio apenas ge obtuvie-
ron ligerfsimos tintes azulados con 1936, 3000 y 3300 U, F..=

El fésforo orgénico,en cambio, acompafia siempre al preparado defini-
tivo y por ello, hemos procurado averiguar si existfs una relecidén aproximeda-
mente constante en distintos preparados, entre los valores de ese tipo de fés-
foro y el valor enzimdtico.-

Se ha efectuado esta determinacién en tres prepsrados hasta ahora,
siendo dificil multiplicar los ejemplos porque cada determinacidén exige des-
truir cantidades relativamente grandes de preparados. Los valores encontrados
en dichas determinacioncs son los siguientes:

0.0236 mg. de P organlco para 19%6 U. F.
0.0204 mg. " M " 3000 U. F.
0.0220 mg. " w3300 §, F.

Estos resultados son de una gran constancia dentro de 1os(amplioa 1i-
mites de determinaciones de esta natureleza y permiten suponer que el fésforo

dosado estéd probablemente involucrado dentro de la reaccién que produce el efec-
to fosfatdsico.-



Presencia del azufre

Tambien se ha verificado la presencia de azufre no o0xidado en nues-
tros preparacos, pero no se ha dosado. La reaccidn del nitroprusiato sédico por
medio de la cual se revela presencia de grupos sulfhidrilicos libres, ha resul-
tado negativa en diversos preparados. Debe recorcarse aquf que Giri ( 1938 )
ha sugerido que algunos compuestos Zdel tipo cisteina o glutation actuan en el
seno de los tejidos o en aiguncs extractos tisulares impurificados oomo protec-

tores de la fosfatasa. Seguramenie en nuestros preparados estos compuestos no
existen,-

ESTABILIDAD DEL PREPARADO DE FOSFATASA MAMARTA

En condiciones adecuadas de concentracién, pH y temperatura, la fos-
fomonoesterasa alcalina se ha revelado como une enzima particularmente estable,-

M. Covello estucib las condiciones de estebilidad de los preparados
obtenidos por los métodos de Forrai, Ertmann y Albers encontrando que este ¥l-

timo es el que se conserva mejor al cabo de un afio, tiempo en el cual plierde
relativamente muy poca actividad.-

El preparado obtenido en las condiciones de acidegz ¥y concentrasciones
que se han establecido para purificar la fosfatasa de la gldndulas mamaria per-
manece inalterado durente largo tiempo; una solucida valorsds el 27/1X/41 que
posefa 849 U. F./ml y otra valorada el 14/XII/41 con 780 U.F./ml. fueron esta-
cioneces en el refrigerador y nuevamente tituladas ambes el 30/VI1/42, vale de-

cir 10 y 7 meses més tarde y se encontraron practicamente de los mismos velores
iniciales respectivos.-

Alejada de estas condicionss dptimas de conservecidn, la enzima puede
ser rapicamente destrufda. Un hecho revelcdor de ia lebilidad en condiciones

desfavorables de concentracidn de kbidrogeniones fué puesto de manifiesto por

Mertland y Robison ( 1929 ); estos autores estudiznéo la curve de PH Sptimo de
une preparacién de fosfatasa 8sea, encontraron que aguelle veriaba cuando las
Geterminaciones se hacfan en distintos perfodos de tiempo. Asf, si se hsce ac-
tuar la enzime durante 24 horas se obtiene una curva que revela un pH Sptimo
extendido entre pH 8.4 y 9.4, pero si las mediciones se efectian en perfodos de

tienpo mucho mds cortos la zona Sptima se traslada hacia el lado de la alcali-
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nidad y, ademds, se hace mucho mds restringida.-

De esas experiencias dedujeron los autores que el pH Sptimo estd
parcialmente condicionado por la estabilidad de la enzima, la cual se hace mu=-
cho més labil a medida que desde pH 8.4 se traslada hacia la alcalinidad. Pos-
teriormente el fendmeno de la inactivacién fué corroborado por medios directos
tanto en medio 4cido como en el alcalino.-

Las accién de las modificaciones del pH sobre la fosfatasa mamaria

La estabilidad de la fosfatasa mamaria en relacién con las modifica-
ciones del pH fué estudiada por Folley y Kay en prepaiados muy dilufdos a los
cuales estacionaron durante 2 y 3 horas a temperatura de 372C, Encontraron unsas
zona entre pH aproximadamente de 6.5 a 9 en la cual la enzima mantiene préoti-
camente su actividad completa al cabo de dos horas, pero en experiencias de tres
horas de duracién, se marcaba ostensiblemente uns zona més restringide de ﬁH
alrededor de 7.-

In nuestras determinaciones se han conservado preparaciones mucho
més concentradas, cuyos valores iniciales eran ligeramente superiores a 100 U.F.
por ml,.=-

Se usaron preparaciones relativamente concentradas con el objeto de
aprovechar la mayor estabilidad de esas soluciones pues deseabamos geguir tam-
bién el curso de la inactivacidn con relscién al tiempo. Ademés, por las consi-
deraciones que se veran mds adelante, teniemos interés en estudiar el enturbia-
miento del medio, lo cual no es pcsible hacer en soluciones purificades y dilui-
des debido & la escasa cantidad de material que contienen.-

Las soluciones se mantuvieron en mezclas tampones de veronal y ace=
tato de sodio adicionada de tolueno al 10 %, y a la temperatura de 34%C., Las
determinaciones de pH se hicieron al comenzar las experiencias y al terminar
noténdose pequefias variaciones con desplazamientos que en todos los casos ten-

dfan hacia la neutralidad.-

In el cuadro N2 8 se anotan los resultados de las cdeterminaciones
del valor fosfatdsico de las soluciones conservadas a los distintos pH, efec-
tuadas dentro del término de 9 dfas. &n la figura N2 4 se aprecia el valor por-

centual de la activicad que restaba al término de dicho periodo de tiempo, con

e 5|
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Cuadro N2 8

e ——

Estabilidad de la solucién purificada de fozfatasa mamaria dilufds al 1/%
del valor original. Temperztura de comservacidn 342C, Medio de dilucidn, -
"buffer" de veronal adicionadc de %oluenc al 10 %. En las determinaciones:
temperatura 378C y pH 9.0 ~ 2,1,-
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3 (2) Determinsciones efectuadas al comienzo de la experiencia. En las efeo=
3 tuadas al cabo de 9 diss se observaron pequefioe desplazamientos heoia
Q el lado de la neutralidad, tanto en los tubos dcidos como en los aloa-
i linos.-

respecto al valor inicial.-

La actividad se mantiene constante entre pH 8 y 6 disminuyendo brus-
camente la estabilidad al exceder estos limites; la disminucién es continus y
progresiva pero no obedece las cinéticas de las reacciones de primer ni de se-
gundo orden, lo cual indica que los mecanismos responsables del fendémeno deben
ser de indole complejas.-

La turbidez del medio al primer dia de estacionamiento era francamen-

te mayor en los preparados puestos en medios écidos - hasta pH 5.45 - que en
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Figura N¢ 6
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Resto de actividad fosfatdsica de soluciones conservad
348 C de temperatura,

la actividad inicial.-

as a distintos pH y
durante 9 dias.- Valores porcentuales con respecto a

todos los otros; pero luego fueron paulatinzmente enturbidndose los demds Yy
de manera muy uniforme.-~

Interpretacidn de los fendmenos de inactivacidn

Albers, Beyer, Bohnenkamp y Milller ( 1938 ) han estudiado detenidamen-
te las condiciones de estabilidad de preparados purificados de fosfomonoesterass -

alcalina de rifién, relaciondndola con la hipotética naturaleza compuesta de la
enzimg.-

Son de opinidn los mencionados autores que las modificaciones del pH

en el medio en el cual la enzima se conserva son capaces de hacer cambiar las
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cargas eléctricas de su parte proteica. Esta, a la cual se denomins "apofosfa- .
tasa", en medio alcalino actda al estado de anidén, pero puede pasar sucesiva-

mente al estado de "zwitterion" y al de catidn por descenso gradual del pH del
medio.-

Las dos partes constituyentes de la enzims activa, la apofosfatasa y
la cofosfatasa, tenderfan a separarse cuando 1la primers se encuentra en los es-
tados de "zwitterion" y de catién, lo cual, a su vez, dar{e lugar s la inacti-
vacién., He aguf el esquema del procesos

H -
[Holofermento] L [Holofermento] =—> Apofermento + cofermento

ou || z

. |Eolofermento

El estado de "zwitterion", ( es decir, con carga positiva y negativa
simulténeamente ) corresponde a la enzima disuelta entre el PE 5 y 6, lo que

coincide con la zona en la cual se encuentra generalmente el punto isceléotrioo
de las proteinas,-

Aportan datos en apoyo de esta interpretacidn de la ourva de lnaocti-
vacidén los dos hechos siguientes: 12. Es posible recuperar parcialmente la aoti-
vidad de los preparados inactivados en medio dcidc, ( siempre que no se excedan
ciertos lfmites de acidez Yy que la permanencia no se prolongue demasiado ) lo
cual demostrarfa la reversibilidad del proceso y 28, le ocurve de turbidez estu-
diada por los mismos autores; esta curva adopta una imagen especular oon respec-
to a la de estabilidad, es decir, la turbidez es mixima en las zonas de minima
estabilidad, lo que concuerda con la hipdtesis de que la inactivecidn se haoe

en condiciones isoceléctricas en las cuales las proteinas disminuyen su solubi-
lidad.-

A los resultados obtenidos en nuestras experiencias con preparasciones
de gléndula mamaria se pueden adaptar solo parcialmente las conolusiones de Al- °
bers y sus colaboradores. No se ha confirmado, en primer término, que el pH de
accién Sptima coincida con el de méxima estabilidad, si no que por el contrario
& dicho pH ocurre una destruccién répida de la enzima; probablemente en la zone
en que por les particularidades del grupo activo se manifiesta el Sptimo de su
accién debe ocurrir un proceso desnaturalizante de la parte protéica del comple-

Jo enzimético, que lleva a la inactivacidn del mismc.-




w il =

La curva de turbidez poca importancia puede tener por el momento pues-
to que no hay ninguna razén para suponer que la parte que precipita de los pre=~
parados sea en realidad fosfatasa. Algunas de nuestras soluciones en las cuales
se percibia un franco enturbiamiento no disminuyeron su actividad, 1o cual demu-

estra que la desnaturalizacidén ha correspondido més bien a las protefnas inespe~
cificas.-

Nuestra experiencia coincide, sin embargo, con la opinidén de Albers y
colaboradores de que la inactivacidn en medio 4cido, a pH alrededor de 5, se cum-
ple en concordancia con una tendencia del complejo a disociarse en 2 partes cons—
titutivas que se reactivan mutuamente al unirlas a un pH wée elevado; es as{,
en efecto, que nuestros intentos de separacién ( vease capftulo IV ) se han cum-

plido més satisfactoriamente en aguella zona de concentracidn de hidrogeniones,=-

LA CONSTANTE DE DISOCIACION DE LA FOSFATASA

El comportamiento de una enzima que modifica paulatinamente su-acti-
vidad como respuesta a las modificaciones en la concentracidn de hidrogeniones
del medio en que actda, la asemeja a un electroli’o débil que frente a las mis-

mas variaciones de pH responde aumentando o disminuyendo su grado de disociaocibdn.-

Esta analogia sugirié a Michaelis que la actividad enzimética debfe
estar en relacidn con el grado de disociacién de sus moléculas, sean ellas dci-
dos débiles, bases débiles o cuerpos con propiedades anféteras. En aquellos ca-
sos en que actda como &cido o base débil la actividad estd necesariamente liga-
da & la parte disociada de la molécula o al resto no disociado de la misma, pe-
ro en aquellos otros casos en que actda como un anfolito su actividad puede es-
tar ligada a la molécula disociada comc #cido, como base o, también, en aguel

grado preciso de disociacidén que corresponde a su punto isoceléctrico.-

Aceptada la analcgia mencionada, es posible determinar le constante
de disociacién de una enzima, basdndose en una coincidencia matemdtica que exis-

te entre el valor de diche constante y el valor de 1s concentracién de hidroge-

niones necesaria para que el mismo electrolito se encuentre con la mitad de sus
moléculas disociadas ( grado de media disociacidn ).-

La demostracién de la existencia de dicha coincidencia se realiza muy
sencillamente en el caso de un electrolito débil. Se tiene, por accién de masas

gue el producto de la concentracidn de iones de hidrégeno H' por la concentra-
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cién de moléculas disociadas EE] constituyen una parte constante de la concen-
tracién de moléculas no disociadas [RH]

H . [&R] = K [RH]

51 se expresa por T 1la concentracidén total del electrolito ( el oon-

junto de la parte disociada mds la no disociada ) se deduce de la expresién an-
terior

® . &= x ([ -(s])
7] . 8]« k [?] - x (8]
(] - (8] &)~ k(r)
([H'] K) [’R] = & (]

De donde se puede deducir la relacién entre la concentracidn de le
parte disociada y la concentracién total ( grado de discciamcidn ) en funcién

de la constante de disociacion y la concentracidn de hidrogeniones

i et
(7] T (H}+X
En esta ecuacién se aprecia facilmente que cuando [Hl Yy K son iguale:

el grado de disociacién [R] es igual a 1/2.-
: (7)

51 se supone que una enzima sctda por su parte disooiads (8) su acti-
vidad serd mdxima cuando toda la molécula esté disociade y seréd mitad ocuando su
grado de disociacién sea igual a 1/2. Ahora bien, como para este valor del grado
de disociacién la concentracién de hidrogeniones [IT]es igual a le constante de
disociacidén K, por lo que antes se ha demostrado, seré suficiente buscar el va-

lor de [Hj;para la actividad media del méximo posible para que guede determinadc
el valor de K.~

Aplicacidén a las fosfomonoesterasas alcalinas

Martland y Robison basados en este principio han calculado la constan-
te de disociacidén de fosfatasa de huesc encontrando un pK de 8.2 y Albers hacier-
do determinaciones de curvas de pH &ptimo para la fosfatasa purificade de rifién

(2) Lo mismo vale si actda por su " resto no disociado" ..
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caleuld las constantes de disociacidn de las dos partes de la curva, es decir,
la que desciende del lado &dcido del punto Sptimo y la que desciende del lado al-

calino del mismo punto; los valores encontrados fueron ds 2.5 « 100 y 0.,18:10"
respectivamente,-

Nosotros hemos calculado solamente la constante de disociacién de la
parte de la curva que esti hacia la parte mds 4cida del punto éptimo porque las
experiencias de estabilidad con el preparado purificado demostraron que los re-

sultados de las experiencias en el lado més glcalino estan fundeamentalmente in-
validados por la ridpida inactivacidn que ocurre en esta zons,-

Los resultados obtenidos de > curvas de pH Sptimo obtenidas en tiempos
de incubacién de 1 hora ¥ con preparados purificados de glénduls memaria dieron
resultados cuyo término medio dan un valor de K = 1,87 ¢ 10”7 y para pK 8.72,

Debe notarse { veanse figuras 1, 2 y 3 ) que los resultsdos caloulados ocon pre-
parados no purificados dan los mismos valores.,-

No puede decirse por ahora en el caso de la fosfatasa si los valores
mencionados deben atribuirse g la parte disociada de un decido débil o-al resto

{4
no disociado de una base débil, pero como ya hemos dicho el razonamiento

apli-
cado es v4lido pars ambos casos.—

L4 UNION ENZIMA - SUBSTRATO (CONSTANTE DE MICRARLIS)

Michaelis y Menten en 1913 ( veanse v.Buler vy Haldane - Stern ) postu-
laron como mecanismo de aceidn de las enzimas que estas debian unirse al substra-
Yo formando un compuesto de gran tendencis a disociarse, La accién enzimédtioca se
cumple gracias a que los productos de esta disociscidn no son los mismos que
aquellos con los cuales se efectud la sintesis si no que los componentes del

substrato se separan del compuesto divididos en los productos finales de la re-
accién,-

31 se esquematiza la reaccién usando como simbolos: E enzims;

S = substrato; G y F = constituyentes del substreto, se obtienen las siguientes
ecuacioness

E+4 S = ES (1)

ES+ H, 0> E+ G +F
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La demostracién de que el supuesto (1) es correcto, exige la corrobo-
racién experimental de gue el curso de la reaccién enzimdtica es dependiente

no solo de la concentracién de 1la enzima, sino también de 14 concentracién del
substrato.-~

S5i en la ecuacidén (1) se consideran las concentraciones, se tendrf de
acuerdo a la ley de masas:

() ((®) - (&s}]) = xm ms)

donde ([EJ- [E]) significa la concentracidén de enszima libre ( coneentracién
de enzima total menos concentracidn de enzima unida al substrato )

De la ecuacién anterior resulta:

(Bs] - Iﬁlﬁ%

y como la velocidad inicial v del proceso enzimitico debe ser proporcionsal a
la ooncentracién de ES , se tendrd:

V=cC o> [E}] 5 E o

dende c es una constante de proporcionalidad.-

Si ahora en una serie de ensayos se mantienen constantes o [EJ

se puede involucrgr = Y o bajo el valor de V simplemente y tendremos:

KEm ( la constante de Michaelis ) ha sido investigada para diversas

énzimas y se han encontrado valores que satisfacen muy bien la ecuacién, dentrs:
de los mérgenes de errores tolerables.—

Con esta ecuacidén se obtiene una curva que se asemeja & la del resto
no disociado y en la cual la velocidad se aproxima asimptéticamente a un méximo.
Esto, sin embargo, no se verifica en todas las enzimas pues en algunos ocasos,

después de alcanzado un méximo, la velocidad vuelve a disminuir si se ocontinda
eaumentando la concentracién del substrato.-

Para restablecer la concordancia de la hipétesis de Michaelis ocon es-
tos casos, ha sido necesario suponer ( Haldane, 1930 ) la existencia de doe re-
acciones sucesivas. La primera de estas reacciones eés aquella del tipo arribda
descripto y por medio de la cual se reunen la enzima y el substrato formando un
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oompuesto ES, de naturaleza 14bil y que por lo tanto se escinde con facilidad.-

La segunda de las reacciones tiene lugar cuando el substrato estd en
excesos al compuesto ES se le agrega otra molécula de substrato dando origen
& ESg el ocual, al contrario del anterior es un compuesto de naturaleza estable
que en lugar de favorecer tiende a disminuir el trabajo de la enzima,.-

Las tres reacciones que se produsen segin el mecanismo expresado se
pueden esquematizar en la siguiente forma: ( las letras en mindsculas por deba-

Jo de los simbolos que ya hemos usado para la demostracidn de Michaelis, simbo-
lizan las oconcentraciones de estos dltimos )

E o+ S it 0

(e-p-q) x P
ES + S === ES,
P x q

ES— E + P
P

\
P representa los productos de escioidn del substrato.-

De acuerdo a la ley de masas:

(e-p-q)x = Kp

P-x = Kpq
de donde D - =
K, + x4+_x
Ka

Puesto gue la velocidad, v, de la escisién enzimitica depende del somplejo ES,

ella debe ser proporcional a p. Tendremos entonoces:

Y::OP:::: Cﬁ]_{t____
X

Kl+ X + Ka

donde ¢ es una constante de proporcionalidad.-

y e X 1

ce X K1 X
Ki+ x + K, 2t x - Ko

Il
n

51 en una serie de ensayos se mantiene constante oc.e y €8 condicidn

de la hipdtesis de Haldane que se obtengan valores de K, y Kg coincidentes ocon
las determinaciones experimentales.-~
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La constante de Michaelis en la fosfatasa alcalina

El primer intento de comprobar si en las fosfomonoesterasas alecalinas
se cumplia la hipbtesis de Michaelis se debe a Martland y Robison,

quienes en
1927 la estudiaron en la fosfatasa Sseas

el resultado fué negativo pues no se en-
contraron si no pequefias diferencias, irregulares Yy segin los autores no atribui-

ble a los cambios en la concentracidn del substrato usado, que fué el beta-glice-

ro-fosfato sédico y en concentraciones que variaron desde 0.3 a 0.003 molar,-—

Folley y Kay en 1935 obtu¥ieron resultados en desacuerdo con los ante-
riores; realizaron sus experiencias con fosfatasas de rifién Y de glénduls mama-
Tie y encontraron que las curvas de actividad trazadas en funcién de la concen-
tracidn de substrato coincidfan con las férmulas de Haldane.-

Muy recientemente Sizer ( 1942 ) buscé por otros métodos datos que

in-
formaran sobre este temag

estudif el espectro de abusorcién de la fosfatasa para

én ausencia y en presencia del substrato, sin encontrar nin-

Figura N2 7
o
=
3
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v
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2
Q,
o
=
b.
o
F 2
;
—-109. [5,

——0——0—Dbeta-glicero fosfato de 80410,
-——@---9--.Tenil~fosfato disddico.-
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gana diferencia atribuible a la formacidén del complejo enzima-substrato. De es-
te hecho, sin embargo, no se puede concluir definitivamente gue el mencionado
complejo no existe puesto que no hay ninguna razdén para atribuir al grupo acti-
vo de la enzima la produccién de los accidentes que apareéen en el espectrogra—
ma en ausencia de substrato.-

Hemos sometido preparados purificados de gléndule mamaria a la veri=-
ficacién de la teorfa de Michaelis-Haldane, usando como substratos el beta-glice~
rofosfato sédico y el fenilfosfato disédico. En el gréfico N8 5 se pueden apre-
ciar los resultados de determinaciones realizadas en incubaciones de 30' , a
pH 9.1 ( determinacién colorimétrica ) y 372C, pero en las cuales se modifioa-
ron muy ampliamente las concentraciones de lc¢s substratos. Las curvas fueron

trazadas sobre los valores V = .- = 3 haciendo valer Ky 0.0045 ¥y

ce 5
l+'--'-I *.E;

Kz 0.017 para la curva de trazados continuos ( mds préxims a los puntos experi-

mentales encontrados en las determinaciones cen el beta-glicero<fosfato sédico)
Yy K; 0.0083 y Kz 0.015 para la curva con trazos discontinuos ( més préxime &

las determinaciones con el fenilfosfato disddico ).-

La coincidencia de los datos experimentales y la curvae tedrica es in-
dudable y apoya el punto de vista de que la enzima y el substrato se reunen en
un complejo como etapa previa al fendémeno de la escisién de agquel dltimo y ade-
mds, también, de que un exceso de substrato da lugar a ls formacidén de un comple~-

jo més estable cuya presencia retarda la reaccién enzimética.-

ACCION DE LA PANCREATINA SOBRE LA FOSFATASA

Con el objeto de informarnos mejor sobre les naturaleza proteica de la
fosfatasa alcaline de la glédndula mamaria, se la ha sometido a la accién proteo~
1{tica de la tripsina. El empleo de las otras enzimas proteoliticas comunmente
usades debié ser descartado por los inconvenientes que ellas presentaban: se sa-
be, en efecto, que la pepsina requiere para su accidén un pH demasiado bajo, in-
compatible con las condiciones de estabilidad requeridas por la fosfatasa, y la
pepafne que actdia a pH méds conveniente para la conservacién de nuestros prepara-
dog, no se ha ensayado porgque no hemos conseguido un preparado suficientemente
activo sin la adicidén de sus activadores que son los cianuros, :; el écido sul-
fhidrico; de estos activadores de la papafna sabemos que los cianurcs, como se

verd mejor mds adelante, inhiben energicamente a la fosfatasa y el dcido sulfhi-
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drico, aunque de accidn menos probada, es posible que también sea un inhibidor
de la misma.-

La accidn de la tripsina no ha sido todavia ensayade sobre preparados
purificados de fosfatasa alcalina, aunque desde tiempo atrds Ehrensvard ( 1933 )
sometfa a sus extractos a la accién de aquella enzima en un procedimiento de pu~
rificacién de la fosfatasa intestinal y aprovechska asi le resistencia relativa-
mente grande de la misma en comparacién de las otras protefnas del extracto. Ha
sido estudiada, en cambio, en preparados muy purificedos la fosfatasa de présta~

ta ( tipo AIT de Folley y Kay ) por Kutscher y Pany ( 1935 ) quienes encontraron
que la actividad de la misma es sumamente resistente a la accidn proteolftioca de
la tripsina.-

En ruestras experiencias hemos estudiado la accidén de un preparado de
pancreatina comercial ( Merck ), sobre una solucién Elz 4 eluida en agua y al

1/5 de la concentracién original : esta solucién liberaba 16.6 ng. de féeforo
en 30 minutos.-

Cuadro N2 9.

Accién de un preparado de pancreatina sobre la fosfatasa en solucidn acuosa. La
mezcla de las dos enzimas se ha estacionado a 348C y a pH 8.0,~

SOLUCION DE FOSFATASA Solucidn de
Tiempo _
horas Pancreatinag activa lPancreatina calentada caseina
U.F./wl.®| NeOH' | U.F./ml.® , NaOH! NaOH!
0 166.5 6.5 166.5 . h.8 3.4
16 | ——— 9.0 i ; 6.7 - 16.8
22 15%5.3 ——— 164.4 ! —— | PR Sl
24 ——— 9.9 e ? Ty s 25.0
39 134.4 13.1 160.0 f 7.0 i 27.2
% final ; /
en fosfa-~ 80.7 e 96.2 ' R— : —
tasa ;

2). Las determinaciones de fosfatasa fueron efectuadas en periodos de incubacién
de 30 minutos.-
'). ml. de solucién 0.02 ¥ de hidréxido de sodio ( vease texto ).-

La actividad proteolitica de la pancrea tina fué controlada sobre la
misme solucidn de fosfatasa y sobre una solucién de casefna al 5% y a pH 8, en
experiencias que se realizaron simultaneamente. Para efectuasr este control se

utilizé el método de SBrensen, esto es, el bloqueo de las funciones amfnicas li-
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bres por el formaldehido y con posterior titulacidén alcalimétrica de los restos
dcidos que quedan en exceso a consecuencias de dicho bloqueo. dn el cuadro N
9 el progreso de la accién especificamente proteglftica se expresa por la can-
tidad de NaOH 0,02 normal necesaria para neutraligar estas funciones 4cidas.-
Tambien se descarté cualquier posible accién inespecifica del preparado de pan-
creatina realizando un testigo con una fraccidn de la misma inactivada por ca-
lentamiento a 1002 C durante 15 minutos.-

Comparando la accidén de la misma cantidad de pancreatina activa sobre
la solucidén ¢e caseina y sobre la solucién de fosfatasz puede verse cue existe
un exceso de pancreatina para el efecto producido sobre esta Ultima y sin embar
go la disminacién de la actividad fosfatdsica alcanzé al cabo de 39 roras, solo
al 19,3 % del valor inicial, lo que revela la gran resistencia de la fosfomono-
esterasa alcalina a la accidn proteolftica de la tripsina.-

Debe insistirse sin embargo, en que la disminucidn se debe a la asccidn
espec{fica de la tripsina, pues en la solucidén sometida a la accidn de la pan =-
creatina calentada la disminucién hz sido mucho menor (3,8% ), ¥ ella‘ademéa,
por ser progresiva e ir acompafiada de un ligero aumento de la funciones amfnicas

libres, debe atribuirse a restos de actividad proteoliticas que no han sido to-
talmente destruidos.-

PRECIPITACION DE LA FOSFATASA POR LA4S SOLUCIONES DE SULFATO DE AMONIO

Desde que se poseen preparados purificados de fosfatasa slealins se
intenta por diversos métodos precisar la naturalezs quimica de la enzima, Y pues
to que la parte cuantitativamente mgs importante de todos los preparados hasta
hoy obtenidos corresponden a cuerpos proteicos, se ha procurado ubicar a la fos-

fatasa dentro de alguna de las clases de proteinas conocidas.-

Debe incluirse en estos intentos la determinacidn del peso molecular
de la fosfatasa renal efectuada por H. y B. Albers en 1935. Estos investigado-
res usaron el método de v.Euler de la "libre difusidén'", mediante el cual basan-
dose en la comparacidén de la velocidades de difusidn de una substancia con ac-
tividad especifica con otra cuyo peso molecular es conocido, es posible determi-
nar el peso molecular de aguella aunque no esté perfectamente purificada. Usaron

un preparade de 8,3 U.F. por mg. de peso seco total ¥y con €1 encontraron un peso
molecular cuyos valores oscilan entre 6000 y 10.000.-
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Zstas determinaciones de peso molecular efectuadas con un preparadio
my escasamente purificado y que han dado un valor inesperadamente bajo, son a-
Poyadas por las experiencias de Cetrdngolo (1939) quien encuentrs que la activi-

dad fosfatdsica corresponde 2 un cuerpo con las propiedades de una proteosa.-

No completamente concordantes con esta hipdtesis son los estudios de
Precipitacién con soluciones de sulfato de amonio comunicados por los mismos
H. y E. Albers; la fosfatasa es precipitable parcialmente por solucién semi-ssa-
turada de sulfato de amonio y casi completamente por las soluciones satursdas
de la misma sal y como esto dificilmente aconteceréd con un cuerpo de tan bajo
peso molecular, los autores han debido suponer que bajo la accidén de las sales
las partfculas de fosfatasa disminuyen su grado de dispersidn. Cattaneo (1938)
por otra parte, en trabajos de fraccionamiento del suero sanguineo encuentra
que la fosfatasa se asocia a la fraccidn albumfnica, lo que como se ve, estd de

acuerdo con las experiencias de precipitacién de los Albers.—

Finalmente, la conclusidn de que esta actividsd enzimdtica correspon-
de a una globulina ha sido apoyada por diversos investigadores. HEsta es le opi=-
nién de D. Albers (1940) despues de analizar los efectos de ls luz ultravioletsa
¥y los rayos ROntgen sobre preparados en distintos grados de pureza y la de Krae-
mer, Weil, Sanigar y Allen (1941) quienes efectuaron investigaciones en ls ultra
centrifuga con celdas de particidn perpendicular a la direccidn de sedimentecibdn
Yy con las cuales se evita que la solucién se mezcle ocuando la ultracentrifuge se
detiene., Con el auxilio de este dispositivo encontraron que la fosfatasa del
plasma de la rata sedimenta con lo que ellos llaman la fraccién proteica princi-
pal y especialmente junto a 1las globulinas.-

Tambien se inclinan en este sentido las investigaciones de Sigzer
(1942) quien ha estudiado el espectro de absorcidn ultravicleta de las fosfata-
sas de intestino y rifion de bovino; encuentra que la curva de absorcidn recuerda

la de una proteina tipica y perteneciente al grupo globulinico.-

Una importante contribucidn de Kabat (1941) parece contradecir que
la fosfatasa se trate de un cuerpo de alto peso molecular y aclara el valor re-
lativo de todas aguellas investigaciones cuyas conclusiones estén supeditadas no
80lo a la naturaleza de la enzime especifica sino tambien a las de las proteinas
inespecificas que la acompafian ¥y que pueden tener adsorbida a la fosfatasa y co-
municarles sus propiedades. Este autor encuentra que si se ponen a extraer 10

ririones de ratones divididos en dos partes iguales y en condiciones tales que
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uns de estas fracciones no sufra la autolisis mientras la otra si, en la primera
fraccidn la fosfatasa sedimenta por una ultracentrifugacién de 17.000 revolucio-
nes por minuto, mientras que en la fraccidn gue ha sufrido autdlisis no sedimen-
ta fosfatasa a esa velocidad. Deben interpretarse tales experiencias en el sen-
tido de que la asutélisis ha liberado a la fosfatasa de un material de alto peso
molecular, sedimentable a 17,000 revoluciones por minuto y que arrastra a la

fosfatasa en los preparados no autolizados.-

Accidn del sulfato de amonio sobre el preperado purificado de

fosfatasa mamaria

Hemos sometido nuestrocs preparados purificados a la acciédn precipitan-
te del sulfato de amonio. Las primeras experiencias fueron efectuadas con El3
y dieron resultados muy imprecisos porgque el etanol que tiene este preparado,
aunque de baja concentracién, precipita el sulfatc de amonio; sucede en estas
eircunstancias que al agregar un volumen de solucidén saturada de sulfato de amo-
nio & un volumen de EE_3 el liguido se divide en dos capas entre las cuales se

deposita un precipitado blanco gque estd parcialmente compuesto por proteinas y

por sal inorgénica.-

Cuadro N2 10

Precipitacién de la fosfatasa mamaria por el sulfatc de amonio., La enzima ha
sido mantenida 1 hora a la concentracidén salina indicada y luego centrifugada.
Las operciones han sido realizadas a temperatura ambiente.-

o FOSFATASA _ _
oggentra— ; - pH Kecuperacién
cidén en % ] en la deter- total

Solucibén ! S 5

(NH4)2SO4 sobrenagante | Preilgltado minacidn %

> | X |
0 1712,0 0,0 8,90 100,0
1/2 saturacién 969,56 0,0 | 8,92 56,5
1/1 saturacién 0,0 900, 2 8,89 52,5

(1).- Lavado 1 vez con la solucién de sulfato de amonio con la cual habfa sido
previamente tratado.-
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Para evitar este inconveniente hemos precipitado una vez més el El3
Y el precipitado, luego de centrifugado se desecd en vacio Y a la temperatura
ambiente, con el objeto de eliminar todo rastro de alcohol. Una vez conseguido
esto dltimo se redisolvid la enzima en la mitad del volumen primitivo de agus
destilada, con lo cual se obtuvo upa solucidn cuyo valor era de 1600 U.F./mg N,

habienéo desmejaradc solo muy poco la relacidn de purificacién.-

Puede apreciarse en el cuadro N2 10 que la mencionads solucién de
fosfatasa no es precipitada por el sulfato de amonio a media ssturacidén si no

que requiere saturacién completa de esta sal para ser precipitada.-

Tambien se puede apreciar que la sal provoca una destruccidén enérgi-
ca de la enzima, pues la recuperacidn es muy baja (recuperacién sumeda del 1{-
quido sobrenadante y el precipitado). HEsta destruccién no es debida a que la so-
lucién concentrada de sulfato de amoQ?o lleve el medio a un pH desfavorable s

la estabilidad de la fosfatasa, como lo hemos probado en una precipitacidn en

que se efectud en el medio Sptimo de conservacidn de la enzima. (Cuadro Ne 11)

Cuadro T2 11

Precipitacidn de la fosfatasa mamarisa por el sulfato de amonio, La enzime hs

sido mantenida durante 1 hora a la concentracidén salina indicada y luego cen-
trifugada. Operaciones g temperatura ambiente.-

l
Concen- pPH L el pH Recuperacidén

tfsgiinsgn de la Solueidn . en ;a d?- total

47259 mezcla e brar Precipita | terminscidén %

dante 40

0 e 1760,0 | 0,0 8,4 ' 100,0
1/2 satur. 7,9 1095, € 0,0 8,4 62,3
(23 » 7,6 766,2 32,0 8,3 45,4
11 7,2 0,0 600,0 8,3 34,4

Indudablemente estas experiencias efectuadas con fosfatass purifica-
da obtenida de la glindula mamaria no apoyan la opinidn de que se trata de una

globulina, si no de un tipo de protefna que precipita a una concentracién ma-

yor de sulfato de amonio, sea ella una albiming u

otra moléculs de menor mag-
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EL ESPECTRO DE ABSORCTION ULTRAVIOLETA DEL PREPARADO PURIFICADO

El analisis espectrografico ha aportado informacidn de gran valor pa-

Ta el conocimiento de 1g constitucidén de las enzimas,

mente a las posibilidades de otros métodos

adelanténdose frecuente-

qQueé requieren mayores cantidades de

qué permiten colocarlas dentro de
uno u otro de estos grupos, 4si, por ejemplos, la curva de absorcidn de la pep-

h
[ materiales para poder preacticarse. -
[
:
| sina (Lavin ¥ Northrop,

1935) o de la papafna (Fruton y Lavin, 1939; Darby, 1941)
reproducen curvas de proteinas simples con uns banda de- absoreci

; mientras que la catalasa (Stern y Lavin,
1938) dan formas de curvas en las cuales

on ultravioleta,
1938) o el fermento amarillo ( Haas,

nucleo prostético se agregan al del componente proteico.-

No hay razones por el momento que permita afirmar que la

fosfataga al-
calina ha sido complet

amente aislada de tods substancis inespec{fica; ello no
obstante, el hecho de que se posean preparados muy

purificados en comparacién
con los materiales de los cuals

S se parten y en concentraciovnes tales que permi-
ten el estudio espectrogrifico de jos miswos,; ha llevado

investigacidn.- En 1942 Sigzer ha estudiado el espectro de

a 253 u y con una zons de'absorcidn final" por debajo de los 263 y,-

La investigacidn planeaéa por nosotros fué emprendida con vistas a a-

portar dos tipos de informaciones. La primera de ellas consistia en averiguar

1 de nuestros conocimientos de 1lg fosfatass

ccién de posibilidades medignte el estudio

comparativo de preparados en distintos grados de purificacidng es razonable, en

S€ purifiquen se podrf atribuir con mds probabili-

dades de verosimilituad a la fosfatasa en si, que aquellos accidentes que ge comypor.
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ten en forme inversz, es decir, que se eliminen paulatinamente a medida que los

preparados se purifican.-

La otra informacidén que planeabamus obtenar de este trabajo, derivan

del estudio intrinseco del preparado mds purificado.-

Métodos espectroscépicos.—

Se usaron dcs espectrégrafos de cuarzo A. Hilger. Las fotografias de
la figura 8 fueron obtenidas con el modelo K2 E 4502/26210; las de la figura 9
se€ obtuvieron con un modelo mis pequefio, N2 E 37301/26214, Yy 8e hicieron ccn el
objeto de descartar cualguier modificacién en el extremo ultravioleta que pudie-
ra pasar desapercibida en el model.: anterior a causa de la distancia relativa-—

mente grande que en €1 hay desde la fuente luminosa hasta la placa.-

Como fuente de luz se usé la descarga en un tubo de hidrégeno s pre-
8idn reducida con electrodos de aluminio. Se utilizaron placas "Ilford S.R. Pan-

chromatic H y D 400" y "Eastmann Spectroscopic plates" tipo III, ambas con anti-
ha].Ol""

El estudio del emnegrecimiento relativo en las distintas zonas de los
espectros se hizo con un microfotémetro - fotoel éctrico (C. Zeiss) en el cual
se registira directamente la curva de absorcién (figuraif). El ennegrecimiento
estda dado, como es sabido (vease Loyarte, Carratald y Vucetich, 1941), Por una

expresién de la forma
e =(.P (1) e’”‘-

dondeﬂp(l) es una funcidén de la intensidad I de la luz y wuna constante, Tanto
tP(I) como e¢ dependen del tipo de la placa.-

En primera aproximacién puede considerarse, segin ensefia la experien-

gia ., a(P(I) proporcional a I, de modo que para tiempos iguales de exposicién

en la misma placa se tiene para dos ennegrecimientos correspondientes gl mismo
largo de onda

61 19
ea 1,

Puesto que, por otra parte, dentro de 1la regidén de la banda que hemos
estudiado la luz de la fuente a trauvés de la cuva con agua destilada es practica

mente constante,se sigue con buensa aproximacién que la curva microfotométrieca de
la banda es la curva de absorcidn.-
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S. R. Panchromatic H y D 400" y *‘Bastman Speetroscopic Pla.
tes’’ tipo I11I; ambas con anti-halo.
El estudio del ennegrecimiento relativo en las distintas zonas

de los espectros se hizo con un mierofotometro-fotoeléetrico (C.

FIGURA N¢. 2

A = El, diluido al 1/5. Exposicion 5 y 10 minutos respectivamente
B = kL A Ji S I 11 5y 10 ’e oS

C = El & S B 2 5 y 10 12

D= Fl, ' /8 s 5 y 10

Zeiss) en el enal se registra directamente la curva de absoreion
(Fig. 3). El ennegrecimiento estda dado, como es sabido (véase Lo-

varte, Carratald y Vucetich (7), por una expresion de la forma

cC — @ | ] ) @ L




A ey S -

Las longitudes de ondas que limitan la banda registrada se determina-
ron aprovechando las melladuras dadas en lg imagen por tres lincas del espectro

de emisidén del mercurio, cuyos valores son conocidos,~

Materiales.-

Las soluciones en estado de purificacién sucesivos son todas de un mis-
mo origen y corresponden a aquellas que bajo las mismas denominaciones han sido
estudiadas anteriormente,~ Los tres preparados son transparentes ¥ limpidos pre-
sentando el primero de ellos un ligero color amarillo. mientras que los otros

dos son incoloros a las concentraciones usadas,-

Las concentraciones y las relacienes de pureza de los tres preparados
son respectivauwente las siguientes: para el "extracto crudo" 15 U.F./ml ¥y 20
U.F./mg N; para la solucién "Ell" y 250 U.F./ml y 153 U.F./mg N y para la so-
lucidn "E1," 870 U.F./ml y 1707 U.F./ug K.-

Resultados y discusidn

Los tres preparados revelan una gran transparencia en la regién del
espectro visible y en las primeras longitudes del ultravioleta, comenzando 1la
absorcidén en todos ellos para longitudes de ondas entre 295 y 290mp.~ En esta
primers parte, entre los espectrogramas de los diversos preparados no existen di-
ferencias pero ellas aparecen en la zona siguiente distinguiendo el "extracto
crudo" y el “Ell" PoT un lado, del preparado m4s purificado, "EIBH’ por el
otro.~ Mientras en los dos primeros la absorcidn es continua en todos los espec:
tros a pesar de las variadas diluciomes y tiempo de exposicién & que han sido
obtenddos, en el tercero se puede apreciar una banda selectiva (figuras 8 vy 9)
cuyos limites precisos se seflalan en la curva de absorcibén: comienzg en 2957ﬂp,

tiene su mdximo en 280mp y termina en 253mp  (figura1Q).-

En la regién extrema del ultravioleta - en longitudes de ondas meno-
res de 230mp - las tres soluciones son miy absorbentes, pudiendo observarse en

las imdgenes obtenidas a diluciones sucesivas que la absorcidn es continua,-

La utilizacidén de estos resultados con objeto de averiguar si el es-
pectrograma del preparado mis purificado corresponde en realidad a 1la fosfatasa,
nos induce a destacar que €llos se han modificado paulatinamente en un sentido

cualitativo haste alcanzar el espectro tipico que preeentan algunas proteinas
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Figura K¢ 9

A = Kl dilufdo al 1/5
= de la concentracid == |
g - 5%3 : w4/l ow ow k cidn orlﬁlnal. Exp. 5 y 10 minutos
= ; 5 : 1,«/2 LS " = i . s "
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Figura N2 10
CURVA DE ARSORCION DEL PREPARADO PURTFICAIDO

Las longitudes de ondas estén dadas por tres rayas del espectro de
Hg contenido en la fuente luminosa

emisidn
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animales. Si a esto se agrega que este resultado coincide con los hallados por
Sizer quien trabajé con fosfatasa extrafda de otro drgano y purificada median—
te un método de fraccionamiento salino completamente distinto al seguido por
nosotros, se tendridn dos razones para suponer que se ha logrado el espectrogra-

ma de un cuerpo simple y que probablemente corresponda al de la fosfatasa dado
el alto grado de purificacidn de los preparados. Debe insistirse, sin embargo,

en que la evidencia completa de esta afirmacidn solo se conseguird cuando ulte-
riores intentos de fraccionamientos demuestren cuantitativamente la invarisbi-
lidad del espectrograma relacionado a la concentracidn enzimdtica y en concor-

dancia a la invariabilidad de la relacidn de pureza, concentracidn centesimal,
ete..-

La imagen definitiva corresponde a la de una proteina en cuya compo-
sicidén intervienen amino-4cidos cfclicos. is conocido, en efecto, que los a-
mino-4cidos alifdticos carecen de banda de absorcidn selectiva mientras que
los ciclicos - triptofano, tirosina y fenilalanina -~ si la tienen (vease
Greenberg, 1938), y que en correspondencia con esto, aquellas preotefnas tales
como la gelatina de bajo contenido en estos Yltimos amino-écidos, carecen de

bandas, la cual es bien manifiests en aquellas que los contienen en mayores
cantidades (Stenstrém y Reinhard, 1925).-

Segin los valores mds comunmente hallados en la literatura el tripto-
fano tiene una banda estrecha en 2875 muy una mZs amplia alrededor de 275 mpy
la tirosina absorbe entre 290 y 275 mu desplazédndose con las modificaciones del
PH y la fenil-alanina, con un poaer absorbente mucho menor, presenta su banda
entre 260 y 250 mig . La amplitud de la banda en el caso de la fosfatasa abar—

ca la zona de absorcidn de estos amino-4cidos ¥y es probable gue, como en el ca-

so de otras enzimas (Lavin y Northrop, 1935), 1los tres intervengan en su cons-

Es interesante sefiglar que en estos espectrogramas no aparecen scci
dentes atribuibles al nucleo prostético; si tal nucleo existe es menester en-
tonces suponer que tiene muy escaso poder absorbente o bien que existe en can-

tidades muy pequefias en relacidn al componente proteico.-

Los espectrogramas fueron obtenidos en el Instituto de
Fisica de la Facultad de Ciencias Fisico-matemdticas

(La’Plata); el autor agradece a su director, prof. Dr,
ramén G, Loyarte,y sus colaboradores,las facilidades ¥y

atenciones dispensadas durante su permanencia en dicho
Instituto.-




Capitulo IV

ACTIVALORES DE LA FOSFOMONOESTERASA ALCALINA

ACTIVACION POR LaS SALES DE  MAGNESIO

La activacién de le fosfatesa de origen oseo por los iones de magnesio fué
deseripta en 1927 por Erdtmann, quien estudié tambien la accidn de otros catio

nes,a los cuales encontr$ ineficaces, y comenzd la discusidn del probeble mecs
nismo ée la zctivacidn.—

Este efecto de las sales megnésicas fué corroborado posteriormente y ex =
tendido a las fosfetasas alcalinas extrafdas de todos los 6rganos, smpliandose
tambien la discusién sobre las hipStesis que tratan de explicar el proceso me-
diante el cual se produce dicho e¢fecto.—

Erdtmann, ya en su publicacidén inicial anslizé las posibilicdades de los
tres mecanismos siguientes: 12 ; el Mg puede obrar protegiendo a la onzimes de
su guto — destruccidén; 22 , ¢l activador puede obrar uniéndose a los fosfatos
(hacia los cuales mznifiesta una afinidad mayor a la que tiene la enzims por
los mismos) y en esta forma impedir la accidén inhibidors que aquellos ejercen
sobre la reaccién catzlizada; 32 , finelmente, el activador puede unirse a
la enzima y protegerla por esc mecanismo de la accidén inhibidora de los fosfa-
tos.~ De los resultados de sus ensayos concluyl Erdtmann que la dltime de las

tres hipbtesis enunciadas debfa considerarse como la més aceptable.-

No se adhieren ¢ esta opinidén Jenner y Kay (1931) despues de haber cstu -
diado la relacidn del Mg con los momentos iniciales de la accién fosfatdsics;
encuertran en ¢l Mg que =zctia desce antes que la concentracidn de fosfatos sea
lo suficientemente alte como para actuar en calidad@ de inhibidores, por lo cua
cual afirman que la eccidén activadora se debe a la formacidn de un complejo

enzimg - megnesio que constituiria el grupo verdaderamente zctivo.-~

Sin embargo Holmberg (1935) 2l insistir e¢n estos estudios y comparar la
vclocidad de la escisidn en los estados iniciales y avanzados de la liberacién
de fésforo vuelve a la explicacién de Erdtmann, Trabaja con un preparado de
fosfatasa intestinal privado d¢ magnesio y encuentra que si lo hace actuar du-
rante 1/4 de hora deja 0;0033 ng ée fésforo en libertad, activandose hasts un
21 % por adicidn adecuada de Mg, pero que si se le permite actuar durante 2 ho
ras ¢l mismo picparado deja 0,0112 mg de fésforo en libertad y se puede acti -
var hasta el 109 % por adicidén de¢ magnesio.-—
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A estas explicaciones hey que agregar otra,. un tanto inesperada, dada por
Hommerberg en 1933, Este autor encontrd que el cloruro de megnesio a baja con-
centracidén cataliza por si mismo la hidrélisis de los ésteres fenil-fosférico
¥ Elioerin-fosférico y deduce de ello que la accidn activedora estudiada no es
mds que la suma de los efectos particuleres de las catdlisis por la enzime y
por las sales magnésicas. El hecho aducido por Hommerberg no ha podido ser comw

probedo y le explicacidn puede probodamente darse por errdnea.-

La relacidn entre laz solubilidad de la enzime y su cectivacidén ha sido es
tuciada por Bamann, Riedel y Diederich (1934) quienes ensayan extractos obteni-
dos pcr diferentes métodos y deducen de sus experiencias que aquelles parte de
la fosfatasa que se disuelve mds facilmente - la lio-enzima de la terminologfa
de algunos sutores alemanes — es ls parte mds activable y ademds, que todo el
conjunto fosfatdsico se activa en relacidn inversa a la magnitud del vector co
loidal.~

En otro sentido, en un conjunto intercsante de investigaciones, se ha pro-
curado establecer la influencia que ejercen algunas substancias agenas - a la
fosfatasa en si, sobre la activacion de esta enzima por el magnesio.- Bodans —
ky 0, (1936) estudia el cfecto retardante que tienen algunas substancias que
pueden ser eliminadas por didlisis y Giri (1938) sefiala que la purificacién
por ultrafiltracién, la edad del preparado y el tiempo de extraccidén influyen
gobre la activacidén de los extractos obtenidos de rifion, de higado y de cere-

bro pero no influyen sobre los obtenidos a partir de intestino delgaGo.-

La com aracién en este respecto entre fosfetzsas ¢e origen patoldégico y
las de origen normal ha hecho surgir tambien algunas diferencias que deben ser
atribuidas a las partes no especifices de los preparados; asi, Kohler (1934 )
refiere que la fosfatesa sanguinea de la rata normal es méds activable que la 3
de los aninales cancerosos, 1o cual es ampliado y parcialmente confirmado por
Schoonovér y Ely (1935) quienen encuentran que la fosfatasa de los eritrocitos
normzles es porcentualmente més activable que lz de los eritrocitos pato;égi -

CO8e~

La sotivacidn por €l magncsio de preparados mamarios en distintos grados de

PUreza e —

A pesar de que algunas de las referencias dadas perniten suponer una ac -
cibn efectiva de les substancias inespecificas acompafiantes en el proceso de
. 0 . >,
la activeacibn por el negnesio, no ha sido estudiado en ningun organo, con

criterio cuentitativo, si realmente existe una relacién cntre el grado de pu-
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reza de los preparados y su activacidn por el magnesio, que de paso doscarte

definitivancnte la existencia de un mecanismo ageno a la fosfatasa en s{.-

Nosotros hemos efectuado dcterminaciones con los preparados denominados

exgracto crudo, bl , Elp , cuyas relaciones de purificacién eran respec
tivencnte las siguientes: 16, 4 U.F./mg N, 246 ,1 U.F,/mg N y 2394, 4 U.
F./mg N siendo obtenidos todos ellos con la técnica habitual pero lavando pos-
teriormente al Elz repetidas v:ices con etanol refrigerado (4 -5 gradosc)
ra‘.quitarle el exceso de acetato de magnesio que contiene,-

pa-

No se dializaron los preparados ni se tomd ninguna otra medida tendiente
& dispinuir su contenido en magnesio, si no que se determind cuantitativamen=-
te en todos ellos el contenido en dicho catidn.- El1 notivo de adoptar este
temperamentc reside en que fundadamente debe temerse que la diflisis afecte
8 otros fectores de la actividad enzimdtica y en medida desigusl en los pre-

parados purificados con respecto a los que oontienen nuchas impurezas,-

Las determinaciones del Mg se efectuaron precipitdndolo al estado de fos~
fato anbénico-magnésico y dosando luego en el precipitado el fésforo de mcucre
do &2l nétodo de Fiske y Subbarow.— Las cantidades de nagnesio encontradas en
los preparados y referidas a los voldmenes de los mismos usados en cade deter

minacién de fosfatesa, son los siguientess

Extracto crudoy 0, 00292 ng ce¢ Mg
&1 . Dy 0023654 el
El 3. D5 00015 @ AR

Estos valores fueron sumados a las centidades de Mg ( al estado de solu -
cién de MgCl2 agregacdas a cada tubo y con resultado de la suma se ha elabo-
rado el cuadro N2 13 .- En el wmisno cuadro figuren tambien las concentraciones
ael activador expresadas en gMg, que es una denominacidn creada por Jenner y

Kay (1931) con el objeto de facilitar la expresidn designa ¢l logaritmo ne -
gativo de la wolaridad en nagnesio,—

Conclusiones del estudio:

L1 éptimo de¢ concentracidn ,que se ha cncontrado en qMg 1, 3 para el ex -
tracto crudo (16,4 U.F./ng N) y en qMg 2,3 para el Elj (246, 1 U.F./mg N) y
para el Elz (2394,4 U.F,/mg N), pone de manificsto una clars tendencia s
desplazarse hacia concentraciones menores a medida que los preparados sc¢ puri-
figan., Adem#fs puede apreciarse que hay un aumento de la activacidn en ¢l mig-
no sentidosy en cfecto, si se comparan en el extracto crudo los tubos cuyos gMg
son 4,9 y 1,3 (mlximo y mfnimo velor en fosfetasa respectivamente) se encuen—
tra que hay un sumento Cel 68 % de la actividadjen cambio, en la serie de ensa-
yos efectuados con el Elj hay un aumento de 140 % entre los tubos cuyos qMg
son 448 y 243 y en la serie del Elz entre aquellos de gMg 5,0 y 2,3 el aumen-
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Cuadro N2 19

Activacién de preparados de fosfatasa mamaria en distintos grados de pureza

por el Mg.— Substrato beta-glicero fosfato sddico O 401 M.=~ 372C; 1 hora de
incubacidn,-—

N pd concentracién (1)
kokal B e qlig Fésforo liberado
mgr determ., _ moles, . MgT.
0,209 8, 90 1,20 - 10 4, 9 0,204
1,63 . 10 4, T 0.215
5549 » 10 4, 2 0,257
4,41 . 10 3y 3 0,318
4,31 . 10 &y 5 0,341
4,30 . 10 1, 3 0,344
4,29 . 19 Oy 2 0,204
0, 012 g9, 10 s Al o 10 5 Vel ©,120
1,52, 10 4, 8 0,127
5,22 . 10 & 3 0,372
4,38 . 10 3y 3 0,269
4,29 . 10 2y 2 0,305
4,28 4 10 o ® P.277
4,28 . 15 Bk 0,154
0, 0018 9, 10 5+ 18 % 10 Se-r 0,141
1,800 10 54 0 0,186
4,87 . 10 4, 2 0,279
4935 » 10 i 39 5 09413
4,30 « 10 2D 0,431
4,29 , 10 l, 3 0,369
4,29 . 10 0, 3 0,192

(1) Agregado al estado de C1 Mg, —

to es del 132 %.-

Estos resultados se suman a los obtenidos por Giri (1938) en experien-
cias planeadas sobre preparados ultrafiltrados y serlalan que algunas de lag
substancias inespecificas acompatiantes que se encuentran presentes en los ex-
tractos impurificados disminuyen 1la accidn del agente activador, siendo muy
probable que en el seno de los tejidos 1la aceidn reguladora de dichas subs =
tancias sea de mds importancia todavia y que los fendmenos tanto de activa -
cidn como de disminucién de la actividad fosfatZsica dependan de un mecanismo

mucho més complejo del que se realiza con la enzima purificada.-
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ACTIVACION POR LAS SALES DI. MANGANESO

En comunicaciones relativamente recientes Cloetens (1939) ha insistido
en la importancia de las sales de manganeso en la funcibn de activar a la fos~
fatase. Este autor, que ha establecido una clasificacidn de las fosfomonoeste=
rases alcalinas cuyas caracteristicas hemos resumido en el capftulo I, ha es-
tudisdo a este respecto las fosfatasas de intestino, hueso,pulmén, rifion ¢ hi-

gado y ha encontrado que todas ellas son astivables por las salcs de manganeso

Fosfatesas de otros tipos, originadas en las levaduras y que escinden
el beta-glicercirsfato de sodio a pH Sptimo de 6 - 7, son iguzlmente activa -
bles por las sales de manganeso y por las de magnesio,segin Massart y Duffait

(1939) .-

Activacidén de la fosfatasa mamaria.-

La accién de este catidn ha sido muy poco cstudiada hasta ahora, y no
se conocia todavfa sus efectos sobre fosfatasa de 1a glédndula mamaria por 1lo
cual hemos efectuado ensayos con dos de nuestros preparados, Se utilizeron pa-
ra e¢llo una solucidn klp dializada durante 48 horas en saso de paﬁel celo =

fan (Clar Appel M.P, 600, Duperial) y otra solucidn, rlz 4 la cual fué laveda
Trepetidas veces con etanol refrigerado.-—

Bl manganeso se agregé en solucidn de MnCl, (purfsimo Merck) inmediate-
mente antes de la titulacidn del valor fosfatédsico,y en cantidades tales gue
las concentraciones finales del catidn en los ensayos variaron desde 1 , 10'6
hasta 1, 10" , Los tubos en los que la concentracién del magiganeso es mayor
de 1. 10~ aparecen fuertemente colureados dicbido probablemente a la descompo-
sicién de la sal en el medio alcalino que tiene el substrato; esta coloracidn
no molesta, sin embargo,en la determinacién final de los fosfatos, graciess e
que &l agr:gar la mezcla reductora usada en el método de Fiske ¥y Subarow - que
€8 ¢l que hemos empleado en estos enszyos — la solucidn vuelve a decolorarse 5
debiéndose este cfecto, seguremente, a la accidn del bisulfito de sodio que
contiene la mencionada mezcla, A concentraciones de Mn menores ce 1. 107 1a co

loracién no es perceptible,-

Los resultados de las determinscines han sido representados grifica -
mente en la figura N2 31, Para expresar los valores en manganeso se han usado

los logaritmos negativos de sus concentraciones molares; a estos logaritmos en
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lo succsivo los designarcmos gMn 2 scmejanza de la designacidn introducids
por los sutores canzdienses antes citados, para expresar las concentraciones
€n magnesio. En csta forme se tendr4 una notacidn que permite comparar fa -
¢ilmente los dptimos de ambos cationcs. Los mg de¢ fésforo inorgénico dado en

ordenadas han sido liberados por una crntidad equivalente a 0, 02 ml de El,

Figura N2 11
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~--0---9--Elo dializado durante 48 horas,-

__._ﬂo__JEls lavedo con etanol.-

vy a 0,01 ml de Elxz ,durante 1 hora de incubacidén, a pH 9,0 y usa
trato ¢l bete-glfcero-fosfato de sodio.—

ndo como subs-

Puede apreciarse que la accidn sctivadora del mangeneso sobre laz fos-
fatesa memaria es b-en evidente, alcanzando cn 2lgunos de los tubos en los

que aquel se he agregado, valores que duplicen a los que se obticnen en agque -
llos e los cuales no se agregd el sctivador. Debe repararsc también en que la
concentracidén de manganeso necesaria alcanza un Sptimo, excedido el cual,los

velores de activided fosfatdsican decrecen heste manifestar una accidn inhibi -
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dora. Las concentraciones Jdptimas corresponden a gMg que oscilan entre 4 y
4,3, siendo notoriamente inferiores a los Sptimos de concentracién para la
activacién por el magnesio,los cuales para preparados de aproximadamente el

mismo grado de purificacidn se ha encontrado ( vedsec més atrés) en gllg 243 .-

LA ACTIVACION CONJURTA POR LOS IONES DE MAGNESIO Y MANGANESO

La ectivecidén de una enzima por dos elemcntos distintos plantea el
problema de averiguar si e¢llos lo hacen por un mismo mecanismo, Esta hipbtesis
apareec como muy verosimil en el caso de la fosfomonoesterasa alcalina, que €s

activada por dos cationes.-

Se ha vistc en el caso del magnesioc que las hipftesis méds aceptables
establecen que actda formands un complejo enzima - magnesio que posteriormen-
te actuarid sea protegiendo a la enzima del efect- inhibidor de los fosfatos
(Erdtmann), sea comportindose comc el agente verdaderamente activo frente s
los substratos (Jenner y Kay).-

Si suponemos que este es tambien el mecanicmo por el cual actda ol man
ganeso, cabe preguntarse si las uniones de¢ ambos cationes se realizan o no se
bre el mismo grupu de la molécula de fosfatasa. Debe esperarse, si la activa-
cién se realiza en un todc por el mismo mezanismo en ambos casos, Qque sea poO-—
sible lograr una activacién compieta con uno solo de ellos, e inversamente ’
si los mecanismos difieren se lograri el maximo de activacidn posible solamen-

te por la aceién conjunta de ambos activadores.-

En el cuadro N2 14 se dan los resultados de dos experiencias planeadas
con vistas a averiguar cual de las dos posibilidades se verifica. Las expe -
riencias se realizaron con los mismos preparados con los cuales se constatd
la activacidén por las sales de manganeso, es decir, con una solucidn El, dia
lizada durante 48 horas en saco de celofin contra agua destilada y con otra
solucién, Elz ,lavada con etanol refrigerado. Las concentraciones finales de
magnesio ( agregado al estado de solucidn de MgClo ) y de manganeso (agrega-
do en forma de solucidn de MnC1 5 Jcorresponden a las que se encontraron ser
Sptimes en los ensayos anteriores, vale deciry que fueron de 5,0 . 10" en man

gane -y 3,0 » 1072 en magnesio.-

Conclusiones:

Los resultados de estos dos ensayos eoncuerdan mejor con la hipdtesis
de gue ambos activadores actian por mecanismos que s¢ superponen el uno al

otro. Si se %oman, en efegto, los resultados de las decterminaciones efectuz -
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Activacidén conjunta por los iones de Mg* y Mn*.- Substrato beta-glicero-fos-—
fato sédico 0,01 M.- Temperatura 372 C.- Tiempo 1 hora.-

Fésforo .
| Mg : liberado. AWIED 5O
i moles moles mg %
Eluid02 dializade

0,0 0,0 0,088 e

3,0 10 0,0 0,126 43,0

0,0 5,0 10 0,133 51,0

3,0 10 55010 0,135 51,0

Eluido3 lavado con etanol refrigerado

0,0 0,0 0,2105 S

S50 10 0,0 0,3418 62,3

0,0 Sl 10 0, 3175 50,8

3,0 10 i 20 0,3478 65,2

1s5 10 2y 10 0,3571 69,2

das con el El2 dializado, se ve que el aumento por ciento logrado con la acti-
vacidén conjunta no es mayor que el logrado solamente con manganeso y solo es
muy poco superior a la activacidén alcanzada con sales de magnesio, El valor de
la activacidén conjunta debié de ser de 94 % si las activaciones de los dos ca-

tiones se hubiesen sumados pero solo alcanzé al 51 % en la determinacidn.-—

En el caso del El3 lavado con etanol la activacién conjunta es un
poco mayor que las sendas activaciones separadas de las sales de magnesio y
manganeso pero los valores quedan de todas maneras muy por debajo de la suma
de estos. Asi, mientras el valor de la suna tedrica da 113,1 % los resultados

de las determinaciones en los tubos de activacidén conjunta dan activaciones de

65’2 % g 6992 % pH

Estos resultados nos_ parecen una buena prueba de que las activacio-
nes con los dos cationes se realizan por un mismo mecanismo y ademids, actuan-
do sobre la misma parte de la molécula enzimdtica.- El interds de dejar bien
aclarado este hecho atafie no solamente a la investigacidén del mecanismo por
medio del cual actda la fosfatasa, sino tambien a 1la validez de las determi-

naciones cuantitativas. Hasta ahora, solo ha sido cuidado en estas determina-

ciones que quede satisfecho el dptimo de concentracidn de magnesio con pres-—
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cindenciz del menganeso; esta conduets quedarjg Justificads si €xXperienciasg
€n variadas circunstaneias de PH, precencia de inhibidores,fosfatos, gte,
dan resultados en concordancia con las conclusiones que terminamos de ex-

poner,—

Otros activadores,—

siones la existcncisa de otros activadores de las fosfatasas, PEre en gene-

4n 1927, Neuberg y Leibowitz comunicaron gue la fosfatasa de 1a ta~
kadiastesa y 1a fosfatasa renal €ran activadas por los arseniatos, pero

Pett y Wynne (1934) no pudieron confirmar csta afirmacidn, -

La activacidn por amino-4cidos de 1a fosfatasa de hueso, ritfion e
intestino fué comuniczdg por O. Bodansky cn 1936, pero Albers D, en 1940
€ncuentra que los amino-gecidos gl igual que una Seile de salcs metédlicas
estudiadas no muestran ningdn efecto 2celerador sobre 1g hidrélisis cum —

plida por 1a fosfetasa, -

En 1937 en unsa serie de trabzjog Thannhauser, Reichel y Grattan CoO=-
municaron que el 4cido ascérbico activabe la accién de 1g sero-fosfatasa;
€en base gz ello discutieron si 1os aumentos que se Tegistran en ciertas cir-
cunstancias normales o patolégicas deben atribufrse g un verdadero sumen -
to de la enzima o si solamente eg di.bido a un aumento de 1g "aotividad fog-
fatédsica" en relacidn con los activadores de 1a énzime que en dichag cir -

cunstancias pueden ponerse €n circulacidn,—

La activaciédn Por ¢l fcido ascérbico, Gue ofreciag sugestiones tan
interesantes no pudo, sin cmbargo, ser confirmada por King y Delory(l938 )
Y €l mismo Thannhauser J Sus colaborsdores reeonocicron posteriormente que
Sus resultedos debiéronse & un error de téenica que consistid en dejar el
substrato en presencia go 4eido ascdrbico Y €n un medio acidificado por e}
dcide tricloroacético dursnte un ticmpo excesivamente largo, dando as{ 1u-

g8ar a una hidrdlisis inespecffice, -

En medio d¢ un conjunto de materieles de importancia bioldgica gue
¢omprendfan divergas Vitemings, hormonas, amino-Zcidos Yy substancias del
metebolismo intermedio, estudiedas por Pyle, Fisher ¥ Clark (1937) con

respecto a la fosfztasa renal, encontraron que solo la creatina J creati -
nina tienen efeccte activador sobre la enzims,-
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LA INACTIVACION POR DIALISIS DE LA FOSFATASA MAMARTIA

Y SU REACTIVACION

_ Del conjunto de conocimientos sobre enzimas cuyas estructuras quimi-
cas estan bien determinadas, se desprende que ellas pueden ser agrupadas en
dos grandes clases: unas constituidas por proteinas simples y las otras cons-
tituidas por un complejo en el cual se agrega a la proteina otro nicleo quimi-
co, de naturaleza variable, pero que siempre es de menor magnitud molecular

que la protefna y que por 1o general puede ser separada de ella por didlisis,-

La ubicacidn de 1lag fosfomonoesterasa alcalina dentro de uno u otro
de estos grupos es un problema que ha sido tratado por diversos autores con
resultados discrepantes. kn 1931 Jenner Yy Kay estudiaron cuidadosamente el
comportamiento de soluciones de fosfatasa en experiencias de didlisis y encon-
traron que se inactivan paulatinamente cuando se dializan en sacos de colo-
dion contra agua destilada, solucidn de cloruro de sodio o frente a soluciones

"buffers" a distintos pH. Las sales de magnesio reactivan estas soluciones
inactivadas por didlisis sicmpre que la inactivacidén no se lleve hasta un gra=-
do tal que se haga completa, en cuyo caso las sales magnésicas carecen de efeo-
to. No encontraron estos autores otro procedimiento por el cual fuera posible
reactivar aquellos preparados, por lo cual rechazan la existencia de un verda-

dero co - fermento.-

H. y E. ilbers (1935) creen que la dialisis simple de los prepara-
dos renales obtenidos por €llos, elimina una substsancia estabilizadora de le
fosfatasa. Tambien por eclectrodidlisis han podido inactivar esos mismos prepa-—
rados pero se fracasa al quererl.s reactivar con cualquiera de¢ los lfquidos
@lectrédicos por separado o con ambos reunidos, asi como tambien con la solu-

cién de las membranas dializadoras.-

D. Albers (1939), en cambio, encuentra que si se hacen dializar
preparados purificados en un dializador a circuito cerrado, modelo Manegold,
la enzima se inactiva y puede ser luego reactivade agregdndoles el ligquido ex-
terior del dializador. &1 magnesio en concentraciones dptimas es incapaz de

reactivar estos preparados cuando se han inactivado en forme completea,—

Las experiencias anteriores son confirmadas por S, Kumai (1941); €s-

te autor encuentra que la fosfatasa es escindible en apo y co - fermento y pro-
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ponen métodos para elaborar cada uno de estos componentes necesarios para la
actividad de la enzima. Para obtener apo — fosfatasa propone dialigzar durante
1 dia frente a solucién de borax al 1 % y luego otro dfa frente a solucidn de
carbonato acido de sodio al 2 %, manteniendo la enzima durente este tiempo a
temperatura por debajo de 10 grados C.- Para obtener la fraccidn co — fosfaté-
sica utiliza extractos autolizados de higado Yy rifion de cerdo, levadura dese-
cada y salvado del arroz; dializa dichos extractos hasta pérdida del fdésforo
inorgénico y calienta en bafio hirviendo durante 5 minutosj; luego deseca el
filtrado a presidn reducida y extrae con alcohol a 402 centesimales y centri-
fuga. Completa la purificacién electrodiilizandolo con 100 voltios de poten-

cial y usando membrana de pergamino.-

DIALISIS DE LOS PREPARADOS PURIFICADOS DE LA GLANDULA MAMARIA

Eleccién de la membrana dializadors

Dado que en los comienzos de nuestro trabajo hemos tropezado con
algunas dificultades debidas a la inadecuada eleccidén de las membranas diali-
zadoras, daremos una descripcidén detallada de los resultados obtenidos en ex-

periencias preliminares efectuadas con membranas de celofdn que se pueden ob-
tener facilmente en el comercio de nuestro medio.—

Se ha usado el papel celofdn marca "Clar Appel" (Duperial) de los
cuales hay diversos tipos, denominados T P T 300, P T 600 y 450 y MST 300,
siendo calificado este dltimo como impermeable. E1 tipo P T 450 no fué posi-

ble conseguirlo en el momento en que se realizaron estas experiencias,

no se tomari en consideracién por este motivo.-

En el cuadro N?¢ 15 se pueden apreciar los resultados obtenidos ocon
las mencionadas membranas despues de 48 horas de didlisis. Hemos encontrado
que el papel denominado MST 300 impermeable es de didlisis sumamente lenta

Yy por otra parte sufre una especie de exfoliacidn al cabo de algunos dfas de

- estar sumergido en el agua. El denominado TPT 300, en cambio, es de didlisis

muy répida pero tiene el inconveniente de que deja pasar algo de fosfatasa,
sobre todo cuando ésta se encuentra purificada; tambien nos ha ocurrido en al
gunas oportunidades que preparados inactivados por didlisis a traves de este

papel no los hemos podido reactivar por los medios habitugles y esto lo hemos
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Cuadro N2 15

Andlisis de los lfquidos contenidos en lcs sacos de celofin ¥y de los exterio-
res a los mismos, despues de 48 horas de didlisis a temperatura de 3 a 6 2 C.-

Denominacién Pesicién FOSFATASA Mestsat S
in. del liguido

del celofan e q Sin Mg o Mz

300 imperm, Interior 44,32 4,32 Reac.franca| Reac.Franca
Exterior 0,0 0,0 " muy debil] " muy debil

600 P T Interior 3,10 Sl Reac,franca | Reac.franca
Exterior 0,0 0,0 " debil " franca

00 % PR Interior 245 5,0 Reac.franca | Reac.franca
Exterior 0,2 0 i débil " franca

El magnesio ha sido apreciado por
les y precipitando posteriormente
ciones del cuadro responden a uns

Las designaciones de los fosfatos
da a] efectuar el método de Fiske

interpretado en el sentido de que

deber al paso de la enzima por la

dependen de
¥y Subbarow,-

concentracién al 1/4 de las soluciones origina-
con fosfato de amonio y amonfaco, Las designa—
escala arbitraria del gradoc de enturbiamiento,

la intensidad del color azul toma-

al menos parcialmente la inactivacidén se puede

membrana.—- El denominado P T 600 se ha revela-

do como el mis adecuado pra nuestros fines: es de didlisis relativamente répida

Yy no permite el paso de fosfatasa, kn ias experiencias que se relatan a continua-

cidn es el que generalmente se ha usado.-

Técnica para obtener la fraccidn no dializable

Hemos preferido digligzar simplemente contra agua destilada. En algunos

ensayos en que se siguid el método de Kumai en el cusl se usan soluciones de bo-

rax y carbonato acido de sodio sucesivamente,

¥y si inconvenientes

no hemos encontrado ninguna ventaja

porque el carbonato dcido de sodio, ademds de estabilizar el

PH en valores que a veces pueden no ser los desegbles, produce precipitados con

algunos preparados de la parte termo — estable.—

Las directivas generales para obtener la fraccidn no dializable quedan

restringidas por el hecho de que dependen de las propiedades particulares de cada
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preparado del cual se parte y es por elle aconsejable comenzar con cantidades
de solucién de fosfatasa suficientemente grandes como para efectuar repetidas
diéliéis con un mismo preparado y adquirir cierta experiencia en el manejo del
mismo. Esto permitird ver que el envejecimiento de los preparados purificados
8€ manifiesta por una inactivacidn mds ripida que la ocurrida en los preparados

recientemente obtenidos. -

Entre los factores que influyen en la velocidad de inactivacién de-
ben contarse la purificacidn ¥y la concentracién enzimitica. Por 1lo que a la
purificacidn se refiere, hemos encontrado una marcada dificultad para inacti-
var la solucién que anteriormente hemos denominado "extracto crudo" pero en
cambio se inactivan casi indistintamente los preparados denominadas "Ell", "Elz"

y "Elj" entre los cuales hay una marcada diferencia en el grado de purificacidn.

Las concentraciones enzimiticas que hemos encontrado mis favorables
son aquellas de una potencia tal, que liberan 0,3 g3 0,4 mg de P inorgdnico por
cada 0,5 ml de solucidn ¥ al cabo de 10 minutos de incubacidn con beta-glicero-
fosfato sédico como substrato.-~ A mayores diluciones, el proceso de inactiva-
eién irreversible queé se cumple a la par de la inactivacidén por didlisis y que
es debido al solo estado de dilucidén, adquiere importancia en el conjunto del
fenémeno y oculta los resultados. Por otra parte, en soluciones demasiado con-
centradas la inactivacidn se efectia muy lentamente, con todos los inconvenien-—

tes de esta contingenciag.-

En general hemos diaglizado durante 6 dfas los preparados recien-
tes, pero como se comprenderd por lo dicho, este tiempo debe necesariamente ser
variable y debe seguirse siempre el proceso de inactivacién titulando el valor
enzimdtico restante,cada dos dias; el agua contra la cual se dializa se renue-
va cada 2 horas el primer dias Yy en los sucesivos 4 y 2 veces por dia, mantenien-
do las soluciones pPeérmanentemente en el refrigerador.- Las soluciones que en
los cuadros 16, 17, 18 ¥y 19 figuran como'"solucidn dializada™ han sido obteni-

das siguiendo estas directivas generales,-

Técnica para obtener 1a fraccidén termo - estable

Designaremos simplemente”fraccién—termoestable" & aquella solucidn
mediante la cual se reactiva la fraccidn inactivada por didlisis, hasta tanto

Su mecanismo de accidn quede mejor discutido.-
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En los ensayos preliminares esta fraccidn fué obtenida & partir de
"extracto crudo" obtenidcs siguiendo la técnica dada en el capitulo II y el
cual fué acidificadc con Acido clorhfdrico a la concentracidn final de 0,01
normal. Estos "extractos crudos” acidificados, fueron posteriormente calenta-
dos en bafio-maria con agua hirviendo. Como estos extractos son relativamente
ricos en fosfatos inorgdnicos, conviene desembarazarse de ellos alcalinizando
con amoniaco hasta alcanzar un pH de alrededor de 9 ¥y adicionando luego gotas
de solucién concentrada de acetato de magnesio hasta que no se produzca més
precipitado. La adicién de sales magnésicas es indispensable para la precipi-
tacién completa de los fosfatos pues aquellas se encuentran en cantidades rela-
tivas insuficientes en los extractos.- La "fraccidn termo-estable" que figura

en el cuadro N2 16 ha sido obtenida con esta técnica.—

Debido a que con la técnica anterior hemos tenido aigunos fracagos
resolvimos modificarla a favor de una separacién a un pH ligeramente 4cido y
a temperatura de 372 C, procurando producir una precipitacidén lenta de las pro-

teinas, ocon lo cual creemos que se obtienen resultados mids uniformes y un mayor

Reactivacidn por medio de iz fraceidn Termo—-esitable, de uns solucidn "Elo"dig-
lizada durante 7 dias con papel celofan PT 400 contra agua destilada.-

Tubo N2 ; S 3 4 5 6

1

ol. dializada e B I 0.5 0,5 e -
F.Termo-estable " | —— | =% 0,5 1,0 1,0 -
"Buffer"Michaelis " [/2,0 2,0 2,0 20 ] 2,0 2,0
Agua destilada et 15 1,5 i,0 05 10 2,0

Conservadcs en el refrigerador 4 horas ¥y a 5780 1/2 hora

Mg012(301.0,02M) ml.}1,0 1,0 1,0 15 1,0 1,0

BGF(1)(S01.1%) " |s5,0 5,0 5,0 5,0 ’ 5,0 5,0
Incubacidén a 372C durante 10 minutos

P inorg.liberado mg | 0, 366 B e 0,274 | 0,266 0,0 0,0

% de actividad 100 i 36 I 74,8 | 72,4 J 0 0

(1).-beta-Glicero-fosfato sédico.—
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rendimiento en la fraccidn activadora.-—

Hemos partido por lo general de 1000 ml. de extracte crudo obtenido
con la técnica habitual; a ellos se agregan solucién 1 normal de Acido clorhi-
drico hasta alcanzar un pH de alrededor de 5 (zona en la cual vira del rojo al
amarillo el indicador rojo de cresol). A este pH y a temperatura ambiente co-
mienza un enturbiamiento lento y gradual del extracto, que provee un medio se
guro de que el pH deseqdo ha sido alcanzado y no debe continuarse agregando
més dcido.- La solucién es llevada luego a un termostato a 372C y se la deja
durante 24 a 36 horas. Es innecesario tomar precauciones contra la contamina-

oién pues la mezcla es imputrescible.-

Al cabo de dicho tiempo se filtra para desembarazarse del precipita-
do proteico y se procede a eliminar los fosfatos inorgénicos agregando amonfa-
co concentrado hastq alcanzar un pH de 9 y luego gotas de solucién concentrada
de acetato de magnesio hasts que aparentemente no precipite mds; al cabo de
24 horas se separan los fosfatos por centrifugacidn o por filtracidén a través

de papel exento de fosfatos.-

Cuadro N2 17

Reactivacidén por medio de la fraccidn termo-estable, de una solucidén "E1l." dia-

lizada 4 dias con papel celofidn PT 600 contra agua destilada.- 5
Tubo N 1 2 S A 5 6
L

Sol.antes de dialisis ml} 0,5 —— - - - -

Sol. dializada " — 0y 0,5 0,5 o i

F. Termo-estable 1/10 " —-- e 05 1,0 1,0 -

"Buffer" Michaelis " 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Agua destilada of 15 4 18 ¥V 1§ 0,5 1,0 2,0
Conservado a 372C durante 1 hors

HCSO4 (0,02M) mlj 1,0 ‘ 1,0 ! 1,0 | 1,0 1,0 I ;0

BGF (Sol. 1%) "¥ 50 5,0 5,0 2,0 5,0 5,0
Incubacién a 378C durante 10 minutos

0,288
90,3

0,271
87,4

0,0

P inorg. liberado 0,310 } 0,100
% de ectividad 100 32,2 -

ot uratioracrges

_' 0’0
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La precipitacién de los restos de proteinas que ailn contienen estos
extractos la hemos efectnado sdicionando dcido sulfo-salicilico a la concen-
tracién final del 2 % y dejandc de 1/2 a 1 hora en el refrigerador antes de
filtrar por papel exento de fosfato.— Nuevamente neutralizado con amonfaco y
luego de esperar entre 12 y 24 horas para eliminar los restos de fosfatos inso-
lubles que se formen, conviene verificar la presencia de la fraccidén termo-es-
table en esta etapa antes de proseguir con la precipitacién. En el cuadro 17

se dan los resultados de una de estas verificaciones.—

La fraccién termo—estable es precipitada por el alcohol y por la
acetona. Hemos aprovechado esta propiedad para purificar parcialmente dicha
fraccién, prefieriendo la acetona porque nos ha dado resultados cuantitativos
mayores y porque los precipitados son mds fdciles de separar.— Para efectuar
la precipitacién se agregan 2,5 a 3 volimenes de acetona purificads a 1 volu-

men de extracto crudo y se deja sedimentar durante 1 o 2 dias en cilindros de
capacidad adecuada; al cabo de este tiempo se decanta y centrifuga.-

El precipitado se lava con alcohol y con acetona y luego se deseca
hasta que desaparezca todo vestigio de acetona. Es casi totalmente soluble en

agua destilada o en alcohol de 252C.- L& denominada fraccidén termo-estable PP,
del cuadro N2 18 ha sido obtenida con la técnica mencionada.-—

Cuadro N2 18

Activacién de solucidén dializada de fosfatasa por el precipitado aceténico
de la fraccién termo-estable.-

Tubo N2 1 2 . 3 4 2
Sol.antes de didlisis ml 0,5 — —— - —-—
Sol. dializada n — 0,5 0,5 o sy
F.Termo-estable pp. " — — 05 048 o
"Buffer" Michaelis L 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Agua destilada . 1,5 1,5 140 1,5 2,0

Conservado a 372C durante 1 hors

MgCl, (0,02 M) ml 1,0 1,0 i,0 1,0 1,0

BGF (s01.11%) " 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Incubacidén a 372C durante 10 minutos

P inorgédnico liberado mg | 0,244 0,082 0,180 0,0 0,0

% de actividad 100 , 13T 33,6 i i
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El mecanismo de la reéctiiacién de los préparados diali;gdos

-

¢ Son las sales de magnesio las que activan los preparados dializados ?

Se ha visto en piginas anteriores que las sales magnésicas producen
ung marcada reactivacién en los preparados inactivados por didlisis. La posibi-
lidad que el efecto que estudiamos ahora sea debido al agregado de estas sales
con la fraccidn termoestable, ha quedado parcialmente eludida por la adicidn de
Mgﬂlz,en las concentraciones que generalmente se estiman éptimas, a todos los
tubos (cuadros 16 a 18).-

Sin embargo, nos ha parecido que la demostracién definitiva de que
dicho efecto es ageno a las sales magnésicas requiere uy estudio mis completo
y para realizarlo hemos dispuesto una serie de tubos en los cuales la solucién
de fosfatasa dializada, adicionada y no adicionada de fraccidn termoestable,
se hizo actuar frente a concentraciones crecientes de magnesio, gque se aumen—
taron hasta que se manifesté un efecto inhibider.— En el cuadro Ng 19 se pueden

apreciar el dispositivo experimental y los resultados.-

Cuadro N2 19

Activacién de la fosfatasa dializada por la fraccidn termoestable frente a con-

centraciones crecientes de sales de magnesio.-—

Tube N2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Antes didlisis ml 1 - — - - - - - - -
Sol, dializada " - i 5 1 1 % & 1 ; 3 3 —
F.Term-estable " - - 1 - 1 - 1 - 1 1
B. Michaelis " 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Agua destilada " 1 1 - 4 ~ 2 - 1 - 1
i hoye & 37% C.-
MgCl,  mEq (1) l0,05 | B> 0 0,03 0,03 0,3 0,3 3 3 0,
BGF (14) 4 & - 4 4 4 4 l 4 4
Incubacién = 20 minutos a 372 C.-
pH 95 2,8 9,8 | 9,8 2.0 9 9.5 9,58 9:4 9,4 ---
P liberado mg| 0,48 } 0,08 0,20f 0,14 0,30}0,15 0,28 | 0,10 0,18 ¢
% de actividad 100 17,8 41,1f 29,6 61,7] 51,2 58,8 | 20,8 35,8

(1)~ mili-equivalentes agregados en 1 ml de solueidn acuosa.-




La comparacidn por seperaic de los pares de tubes 2 - 3, 4 - 5, 6 - 7,
y 8 ~ 9 permite afirmar que existe una activacidn independiente del agregado de
sales magnésicas pues hasta el par 8 — 9 en el cual la adicidén de magnesio es exce-
siva manifiesta activacién por el agregado de la fraccidn termo-estable. El méximo
valor alcanzado en cada una de las series donde se agregG Yy no se agregd fraccidn

termo-estable, es respectivamente de 61,7 % y 31,2 % del valor original antes de
didlisis,-

., Son las sales de mznganeso las que activan los preparados dializados 7

Hemos visto anteriormente que las sales de manganeso tambien activan
la fosfatasa mamaria; debe, por consiguiente, considerarse la posibilidad de que
sean estas sales las que alcansen su concentracién Optima al agregarse 1la fraccidn
termo-estable sobre las soluciones dializadas Yy que por este mecanismo se produzca

la activacién.-

El mismo dispositivo experimental que ha probado que no puede atribuir-
se al agregado de sales magnésicas toda la activaz:0n de la fraccidn termo-eéstable,

Prueba que tampoco puede atribuirse a las sales de manganesa que con aquella frac-

cibén pudiera agregarse.-—

En el cuadro N2 20 se puede apreciar que la fraccién termo-—estable man—
tiene su efecto de activacién aidn frente a concentraciones de sales de manganeso

superiores a las del Sptimo de accidn de este catidn. -

Cuadro N2 20

Activacidén de la fosfatass dializads por la fraccidén termo-estable fr ate a concen-
traciones crecientes de sales de manganeso ;-

Tubo Ne e o 3 4 5 6 7 8 9

Antes didlisis ml 1 - e - i s o -

Sel. dializada " - 1 1 1 1 1 3 1 1

F.Perm-estable " - - 1 - 1 - 1 - 1

B.Michaelis " 3 3 3 3 3 3 3

Agua destilada 1 1 - 1 - 1 - ; 2

/ 1 hora » 379 (.

MnCl mEq/100 (1) R S PR ] i 10 10 50 0

BGF ° (1%) § 4 g =l 4 4 4 4 54
50 minutcs de¢ incubacién g 378 C

P liberado mng % O, 38 0,04 0.318 10,30 @ 251 0,11 © 241 0,09 0

: $ g R 5 vy 1

% de actividad 100 | 10,5 47,3 | 26,3 65,7 } 28,9 5%,1, 23,7 42,;

: ] o !

(1).= Centesimos de mili-equivaleﬁteuw
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Destruccién de la fraceién termo-estable por mineralizacidn

Por medio de la mineralizacién puede descartarse; en término generales,

que el efecto de activacién deba ser atribuido a un componente inorgénico de la
fraccién termo-estable.-

Se han mineralizado en seco, sin adicidn de oxidantes ni catalizadores,
las diversas fracciones termo-estables obtenidas con los métodos previamente des—
criptos y todas han dado resultados concordantes: el efecto de activacidén desa-

parece practicamente por completo como consecuencias de la mineralizacidn.-

Dos ejemplos t{picos de los ensayos que se efectuaron con el propésito
de verificar esta destruccidén, son los siguientes (1a disposicidn general de la

experiencia es la misma que aquellas que se informan en los cuadros 16 - 20):

2 Actividad de la Sol. dializada 30,3 % de la activ. original
Actividad de la fraccién termo-estable 0,0
Act. de la sol. dial. f. termoestable 63,8 % "
Act. de sol, dial. f.termoestab. mineral, 33,4 %" n " "

2) -
Actividad de la sol. dializada 26,0 % de la act. original
Actividad de la fraccién termo-estable 0,0 '
Act. de 1la sol.dial, ¢£. termoestable 70,2% " n " "

Act. de sol.dial. f,termoestab.mineraliz, 29,9 g n n "

La_accidn de la fraccién termoestable sobre la estabilidad de la solucién

dializada.~—

Se ha visto que H. y BE. Albers (1935) encontraron que la didlisis de
sus preparados renales purificados eliminaba una substancia estabilizadora de
los mismos. La posibilidad de que el efecto de la fraccién termoestable que
estamos estudiando revele simplemente una mejor estabilizacidn de los prepara-—

dos estacionados a un pH inadecuado para conservar su potencia, no queda eli-

minada en nuestras experiencias anteriores.-—

Por este motivo se efectuaron determinaciones con preparados previa-

; "
mente "no oconservados" a 372C y pH 9 y con otros previamente '"conservados" a

-




=18 <

a la misma temperatura y pH. Los resultados de estas determinaciones mues-

tran que las diferencias entre ambos preparados

son mucho menores que las

necesarias para explicar el fenémeno de la reactivacidn por la fraccién ter-

mo-estable,—

He aqui un ejemplo de una de estas experiencias (la disposicidn

general de la experiencia es similar a la que se informa en los cuadros .

16 - 20):
1)
"No conservado" a 37¢C y pH 9
"Conservado" a 372C y pH 9 duran—
te 1 hora
2)

""No conservado™ a 372(C Y pH 9

"Conservado" a 372C y pH 9 duran-
te 1 hora, adicionado de 1a
fracecidn termo-estable.--

0,22

mg de P liberado

n " " "

mg de P liberado

> 11g de P liberado



Capftulo V

LO5 ISHIBIDORES DE LA FOSFOsONOESTERASA ALCALINA

Al estudiaTse los inhibidores de unz enzima cualquiera, deben tomar-
se en consideracién, en primer lugar, los mismos productos foimados & conse-
cuenci. de la actividac enzimatica, los cuales actuando por zccidn de masas fre
nan peuletinamente el desarrollo de la reaccibén. Este fendmeno general se cump-
ple en el caso de la fosfomonoesterasc alcalina y es asi cue tanto la presencia
del grupo fosfdrico como la del grupo alcohdlico en exceso, detiene el desarro-
1lo de la escisidén.- En este sentido se comportan en forma iguzl ambes grupos,
Pero acemés, segin se cesprence de los cuidaéosos estudios de la cinética de la
reaccidn efectusdos por Jacobsen (1933), el grupo fosférico posee otra accidn
por la cual inhibe competitivamente a 1ls fosfatasa mediante la formacidn de un

complejo enzima--fosfato que es inactivo.-

Tzmbien sufren lcs fosfatasas las acciones de otros numerosos reacti-
vos que las inhiben mds o menos especificamente. No resulta sencillo uniformar
lac abundantes referencias que existen acerca de este tema, pero se desprende
del estudio de las mismas, que los investigadores hun perseguido en ellas prin
cipalmente dos finalidades. Se menifiesta en primer téimino una finslidad fisio-
légica; esto es, procuran mediante los mencionados fendmenos inhibitorios obte
ner informacién sobre lc: funciones gque desarrolla la enzima en el interior del

organismo y como estan ellas reguladcs por factores agenos a la enzima en si.-

La otra finalidad reiteradamente perseguide es la de compearzr el com
portamiento frente a variados inhibidores, de fosfomonoesterzsas alcalinas sis _
lades de distintos Srgenos y que se conducen en forma perecida en los estudios
de cinética; aquells comparacion aporta datos adicionales a favor o en contra

ce le identidad de las mismas.- !

Puede perseguirse una tercera finalidad con el estudio de los fend-
menos inhibitorios. Lecde que se afianza cada vez mds la idea de que en las re_
laciones entre la enzima y el substrato hay una resccidén de tipo quimico, se
busca aclarar cuales son los grupos de la molécula enzimdtica por medio de los
cuales el substrato se¢ une a la misma. Dada la enorme complejidad de la const:i_
tucién de las enzima este ¢s un problema sumamente arduo, al cual han aportado
una importente informacidén los estudios sobre las inhibiciones. En el casw de
las fosfatasas estos estudios no han sido emprendidos hasta hoy, en que daremos
en este capitulo, los primeros datos sobre una reaccidén que probablemcnte ten-

drd interés a este respecto,-
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IMHIBICIONES UE APOKTAE DATOS DE INTERES PARA EL ESTUDIO
Lk LAS FURCIONES  DE La FOSFATASA

Waldchsmidt-Leitz y colzbor:dores (1932 - 33) encontraron que la fosfza-
tasa de origen renal es inhibida por el glutation y por otros compuestos sulfi-
drilicos cue toman participacidén en los fendmenos de Sxido - recuccidn y deduje—
ron ce este hecho que los mencionados compuestos actdan en el interior de las
células como directores de las funciones de fosforilizacibén y que a la inversa,
estas funciones estan estrechamente ligadas con los procesos de dxido reduccidn
La accidén inhibidora de algunos de estos tiol-derivados fué posteriormente con-
firmada por Thcnnhauser y colaboradores (1937), pero fué negada por Lohmann en
1933, quien sostuvo que no se revels ninguna inhibicién de 1. fosfatasa por el

glutation a pH fisioldgico, concluyendo este autor gque no existe la dependen-
| cia sostenida por Waldsmicht-Leitz entre el glutatién y los fendmenos de fosfo-
rilizacidén.-

La floridzina ha sido estudiada en relzcidn con las funciones de 1la
fosfatasa renal; no afecta sensiblemente la accidén hidrolftica de esta a pH al
calino o neutro (Lambrechts; Walker y Hudson; Kritzer y Gutmen), pero si afecta
a la fosfatasa de este drgano que actda en medio 4cido, y edemfs, lo que es més
importante, actia inhibiendo las funciones sintetizantes de la enzime:, lo que
ha dado lugar a la hipétesis de gue el tipo especiazl de diabetes producido por
aquel alcaloide se produce por una falla del mecanismo de fosforilizacidn dete_
niendo asf una etcpa previa a la reabsorcidn de 1la glucosa a nivel de los tdbu-

los (Lundsgard, Kalchar y Beck),-

La interrelacidén entre vitaminas y fosfatzsa ha despertado explica-
ble interés, pero no parece que se hen conseguido resultados importantes; Pyle,
Fisher y Clark (1937) encuentran que la fosfatasa renal es inhibica por
la vitamina C; Giri (1939), en cambio, halla que la mencionada vitamina sola no
actia frente a las fosfatasas alcalinas y écicas aisladas de rifion, higado y ce-
rebro, sino que nececita estar acownpafiada por el ién ciprico para gue las inhi-
baj- Esta inhibicidén de la fosfatasa por el complejo vit.C - Cu' es anulade por
el glutatidn, cistefna, cistina compuestos cel tipo del WaCH Yy Naps203y por
cuerpo integrantes de los extractos impuros gue probablemente correspondan a al-.

gunos de los protectores primeramente citados (glutatién, cistefn., etco=).~

La accién de las vitaminas A y D sobre las fosfatsss del suero senguf-

neo hen sido estudiadas por Baumgartner, King y Page (1929), Reside y Page
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(1930) y por Crimm y Strayer (1935 - 36). Estos §ltimos autores concluyen en
que las ratas intoxicadas con viosterol muestran una reduccidn marcada de las
fosfatasas contenidas en sangre y en rifion mientras que aumenta en el intesti-
no delgado y no muestra ninguna variacién sobre el escaso contenido que hay en
higado y bazo.-

El efecto inhibitorio de los fluoruros sobre la glicolisis descubier—
to por Lépine y la inhibicién gue esos mismos aniones producen sobre los proce-
808 de fermentacidén de 1la levadura, han dado lugar a que se investigue la posi-
bilidad de que dicho efecto fuera debido a una sceidn sobre la capacidad que po-
seen 1os te¢jidos de escindir los ésteres fosféricos, los cuales como es sabido,

son productos intermecdiarios en el desarrollo de ambos procesos.-

Lipmann en 1928 encontrd que el NaF, a concentraciones que oscilan en-
tre 0,1 molar y 0,001 molar, inhibfz 1z hidrélisis de derivados hexosofosféri-
cos y glicero - fésfdricos en proporciones que variaban entre el 15 y el 92 %,
cuando se trabajaba con misculos lavados o con extracto de misculos de rana. Re-—
lacionando estas experiencias con la inhibicidn que sufre el proceso de forma-
oién del dcido ldctico tambiln en piesencia de NaF, concluyé Lipmann que en es—
te dltimo fendmeno hay que tomar ¢cn considerscidn la inhibicidn de la actividad
fosfédtdsica.~

Tembién ha sido estudiada la accidn de los fluoruros sobre la fosfa-
tasa plasmdtica en relacidn con los fendmenos caracteristicos que ejercen aque-
llas sales sobre dientes y huesos. Phillips relatd que en las vacas lecheras
el aumento de fosfatasa era una indicacidn de fluorosis, pero esto no pudo ser
confirmado por las stes. Smith y Lentz en las ratas albinas; la comunicacién
de estas autoras concluye que los fluorures no ejercen su dzfio caracteristico
en log dientes de la ratas mediante un efecto sobre la enzima, ni puede ser con-
sider:do como una indicacidn sensible de fluorosis en las ratas, el aumento del
contenido de fosfatasa plasmdtica.-

El estudio de la inhibicidén por medio de los fluoruros ha servido a-
demds, para diferenciar fosfatasas de ¢istintos origenes. Auhagen ¥y Grzyki
(1933) estudiaron detenidamente la zccidn de los fluoruros sobre las fosfata-
sas de la levadura, rifion y taka - diastasa, encontrando que en la levadura hay
dos fosfatasas una ( pH Sptimo 6) es fuertemente inhibida por el fluoruro de
sodio 0,02 M. y otra (pH Sptimo alcalino) que no es inhibida. Lgual que esta
dltima se comporta la fosfatasa alcalina de rifion, mientras que en la taks -

disstesa hay dos: una, insensible a los fluoruros y otra (tipo &cido) poco sen-
gible.— '
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Belfanti y colaberadores (1935) no encuentran inhibiciones por los
fluoruros para las fosfatasas alcalinas de plasma, hueso, rifien. hfgado e in—
testino, pero Cloetens (1939) como ya hemos visto (vease cap., I) divide las
fosfomonoesterasas alcalinas en dos +tipos: la de tipn I es inhibida por el

NaF 0,01 normal en presencia de iones de magnesio mientras que la de tipo II

no es afectada en esas condiciones .-

La accidn de los fluoruros sobre la fosfatasa mamaris

Con el objeto de averiguar si los fluoruros toman alguna interven-
cidén en los procesos de defosforilizacidn de la gldndula mamaria y ademis pa~-
+ *a tratar de ubicar la fosfatasa de este érgano dentro de algunos de lus gru-
Pos a los que nos hemos referido anteriormente, se han efectuado déterminacio?

nes con nuestros preparados purificados.—

Es probable que la enorme discrepancia quwe se encuentrs frecuentemen—
te en la descripcidn del efecto de un reactiva cualquiera sobre la actividad
fosfatdsica y sobre las cuales hemos dado varias referencias, sea debido a que

se descuida tomar todas las precauciones necesarias para fijar el pH en los
valores deseados.-

En las experiencias que comunicamos se hg usado el "buffer" de ve-
ronal propuesto por Michaelis, para obtener un pH determinado y este ha sido
posteriormenté controlado en la mezcla final en que se efectda la hidrdlisis.
En algunos casos las diferencias de pH debidas al agregado de soluciones sali-
nas son mucho mayores de lo que generalmente se prevee Yy estos cambios en la

concentracidn de hidrogeniones pueden alterar fundamentalmente 1la interpreta-

¢ién del hallazgo de unsa disminucidn de la actividad.-—

En el cuadro N2 21 se dan los valores de una experiencia efectuada
¢on un preparado de 1963 U.F./mg N, sobre el cual se estudian los efectos del
NaF a la concentracién final 0,01 M, y en el grifico N2 1@ se dan los resulta-
dos de una experiencia con un preparado de 2470 U.F./mg N sobre el que ha ac
tuado el NaF a la concentracién 0,02 M. En ambos casos se adiciond magnesio

en cantidades tales que se lograba un qMg 3 .-

No hay inhibicién significativa en ninguno de los dos ejemplos; el
valor ligeramente menor que se puede observar en el cuadro N2 21 para los tu-
bos que contienen fluoruros con relacién a los que contienen cloruro de so'-

dio carece de importancia Yy es, por otra parte, una diferencia de sentido con-
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2 Cuecro N2 21

Accién éel NaF sobre 1z fosfatesa mamarie, en presencis de megnesio.- Substra-
to, beta-glicero—fosfatc sécico 0,01 molar.— "Buffep" ¢ce Michaeliss— Temp,37¢
Periodo de incubccidén 1 hore.—

Sin adicién de Con adicidn de
NaF
BaF 0,01 M (')
P P

; pH liberado pH liberado
92,15 0,209 9,20 0,495
9,00 0,410 9,07 0,414
8,90 0,525 . 9,00 0,375
9515 0,460 8,95 0,330
8,24 0,111 8,68 0,202
7,82 0,064 7,30 0,068
7,20 0,031 6,20 0,040
5,85 0,015 5,44 0,040
5,00 0,040 4,02 0,032
4,22 0,042 3450 0,028
3,66 0,033 2,90 0,025

5520 0,022

(').- Concentracidén final, en la mezcls incubada.-

Figura N2 192

mMEY de P liberado

10.0

pH

o—0— Cloruro de sodio 0,02 M —~--o—-o--Fluoruro de sodio Q,02 M
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trario a aquella que se puede apreciar en el grifico N219. M4s frecuentement:
que las diferencias en aumento o disminucién de la actividad, se puede observ:
un ligero desplazamiento del pH dptimo, tal como se observa en el cuadre; no

sin embargo, un fenémeno constante aun cuando lo tenemos observado en otras es
periencias con NaF.-

Debe concluirse de estos resultados que los procesos de fosforilizacion
en la glandula mamaria no son afectados por los fluoruros y ademés, que la fes
fatasa de este 8rgano debe agruparse con las del tipo II de Cloetens ( vease

oap. I ) por io que su comportamiento frente a los fluoruros se refiere,-

INHIBICIONES QUE APORTAN DATOS DE INTERES PARA DIFERENCIAR
LAS FOSFATASAS ALCALINAS ENTRE SI

Las referencias encontradas en la literatura con respecto a estas in-
hibiciones se han dado en el capitulo primero, Aquf debemos agregar que con el
objeto de aclarar la ubicacidn de la fosfomonoesterasa alcalina mamaria, hemos

estudiado su comportamient. frenie a los oxalatos Y a los cianuros.-

Accidn de les oxalatos sobre la fosfatasa mamarisg

Cuadro N2 22

Inhibicién de la fosfatasa mamaria por el oxalato de amonio 0.01 M en presen—
cia de Mg.Subst. beta-glicero-fosfato sédico 0.01 M. Temp. 37¢C. Inc., 1 hora.

Con cloruro aménico 0.01 M (') Con oxalato aménico 0.01 M (')
P P
pH liberado pH liberado
9.40 0.067 9.60 _ 0.103
9.25 0.354 9.20 0.557
9.15 0.321 9.09 0.481
9,01 0.743 9,02 0.400
8.90 0.590 8,90 0.350
8.85 0.482 8. 60 0,307
8.76 0337 / 8.30 0.224
8.00 0.130 Ts23 O.131
Te43 0,113 7.00 0.110
7.03 0.102 6.13 0.090
6.21 0.077 545 0,050
5.66 "~ 0,059 4.39 0,052
3.98 0.044 4.13 0,049
3420 0.044 3.95 0.042

(') Concentracién final.-
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Figurs N2 13
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Los resultados que se dan en el cuadro Ne 22 corresponden a un prepa-
rado de 1963 UgF;/mg, Ny el cual fué itratado, paTra comparar los efectos, con
cloruro de amonio y cxalato de amonio a las concentraciones finales de 0.01 M,

Yy los resultados del grafico N213 corresponden a un preparado de 2470 U.F./mg.N
tratado con cloruro y oxalato de amonio a la concentracidn final de 0.02 M. En
los dos casos los efectos se estudiaron en presencia de magnesio a la concentra-

cién final de qMg 3. Se utilizé "bufferp" de veronal, segin Michaelis Yy se deter-

minaron potenciométricamente los PH en las mezclas finagles.-

5S¢ puede apreciar que la fosfatass mamaria es claramente inhibida per

el oxalato de amonio desde la concentracién de 0.01 M, en la cual inhibe hasta

el 26 %; a la concentracidn de 0.02 M 1a inhibicidn alcanza al 41 % si se toman

los valores miximos de las curvas sin oxalatos y son oxalatos,-—

Recordamos que en experiencias similares a estas, Belfanti Yy eclabora-

dores encontraron que las fosfatasas del higado y del rifién del conejo no son

inhibidas por el oxalato, mientras que éste inhibe parcialmente la fosfatasa al-

calina de suero ﬁihueso de aquel mismo animal Y también la del suero del caballo,:
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La confrontacién de nuestros resultados con los comunicados por los autores

italianes, asemejarfan la fosfatasa mamaria con las de suero Yy hueso,.-

Acoidbn de los cianuros sobre la fosfatasa mamaria

Cuadro N2 23

Inhibicién de la fosfatasa mamaris por el cianuro de sodio 0.01 M, en presen-

cia de Mg' ., Substrato beta-glfcero-fosfato sddico. Temp. 372C. Tiempo de incu-
bacién 1 hora.-

Con NaCl 0.01 M Con NaCN 0.01 M
P P

pH liberado pH liberado
9.61 0.092 STl 0.061
9. 30 0.260 9.33 0.098
9,11 0.590 9.25 0.302
9.00 0.433 9.10 0.272
8.72 0.257 8.98 0.200
8.16 0.108 8.01 0.113
7.50 0.069 7.50 0.062
6. 7L 0.045 6.50 0.040
5.78 0.045 6.01 0.040
4.98 0.040 5.40 0,040
4.83 0.030

Gréfico N¢ 14
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Con los mismos preparados que se estudiaron la inhibicidn de 1la fosfo-
monoesterasa mamaria por medio de los oxalatcs, fué determinada 1la inhibicidn por
medio de los cianuros. Las concentraciones de cianuro de sodio usada para estas
determinabiones fueron de 0,01 M y 0.005 M, siendo. todas las otras condiciones
exagctamente iguales a las de las experiencias anteriores, los resultados se resgu-

men en el cuadro N2 23 y en el grifico Ne 14-

La relacién entre los valores mis elevados de las dos series de deter-
minaciones, revela que la adicién de NaCN 0.01 M inhibe a la fosfatasa mamaria
hasta un 48.5 % con respecto a aquellos preparados a los cuales se agregd Na(l
éen la misma concentracidn. Cuando se adiciona una y otra sal a 1la concentracidén

0.005 M los valores en menos de la serie a la que se agrega NaCN alcanzan hasta
el 27.3 %n"’

Las .inparaciin de estos resultados con los referidos por Cloetens
( 1939 ) asercjs 1s fosfatasa aislada de la gléndula mamaria con el tipo II de

este autor, que es fuertemente inhibida por el KCN y se encuentra especialmente
abundante en intestino ¥y hueso,-

Clasificacién de la fosfomonoesterasa alcaling de la gléndula mamaria, segin las

acciones inhibitorias estudiadas.-

De las experiencias de inhibicidn efectuadas por varios autores, parece
posible distinguir dos tipos dentro del extenso gTupo correspondiente a las fog-
fomonoesterasas alcalinas., Los resultados a los cuales nos referimos no son, por

cierto, totalmente concordantes, ya que estos autores no han tomado siempre fos-
fatasas de iguales or{genes para establecer las comparaciones.-

Recordaremos en primer término, que segdn las experiencias de Belfan-
ti, Contardi y Ercoli ( 1935 ), las fosfatasas extrafdas de hfgado Y rifién reac-

cionan de una maners diferente frente a los oxalatos a lo que lo hacen las extraf-

das de suero y hueso; ambos tipos se reunen con los oxalatos para constituir un
complejo inactivo, pero mientras en las fosfatasas de suero ¥y hueso dicho comple-
jo es irreversible, la reunidn con las fosfatasas de rifién e higado es lo sufi-
cientemente 14bil como para gue los fosfatos inorgénicos presentes en el medio lo
descompongan y dejen un compuesto fosfatasa~fosfato activo, Como consecuencis de

este distinta conducta, resulta en experiencias de corts duracién, que todas las

1 experiencias de una hora de
duraciln, las fosfatasas de higado y rifién no son inhibidas por los oxalatos mien-

fosfatasas son inhibidas por los oxalatos, pero e

tras que las de hueso y suero sf 1o son,-
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Por otra parte Cloetens R. ( 1939 ), ha encontrado dos tipos de fosfa-
tasas alcalinas que se encueniran desigualmente distribufdas en los Srganos por
é1 estudiados. Del tipo I son especialmente ricos rifién e higado mientras que el
tipo II prepondera en intestino y huesc, y como propiedades que la distinguen te-
nemos las siguientess en presencia de iones de Mg el tipo I es poco afectado por
el KCN, mientras que el tipo II es completamente inactivado; & la inversa el NaF
& la concentracién 0.01 M inactiva el tipo I pero no afecta el tipo Iic=-

Aunque ya hemos confrontado a propésito de cada inhibicidn estudisda
en la gldndula mamaria, los resultados obtenidos con los relatados para otras

fosfatasas creemos coportuno resumir ias conclusiones en este lugar, para resale
car, que si las anteriores comunicaciones de Belfanti y colaboradores por un lado
¥ las de Cloetens; por otro, se confirman, la fosfatasa mamarias debe ser colocada
én un grupo juntc & las de suero, hueso e intestino y diferenciarla de las de ri-
fibn € higedo; puesto que no es inhibida por el fluoruro de sodie & la concentra—

cién final 0.01 M y es inhibida por los oxalatos 0.02 M ¥y por los cianuros desde
la concentracién 0.005 M.-

LA INHIBICION DE LA FOSFATASA- ALCALINA POR EL FORMALDEHIDO

En el mecanismo de accion de une protefna especifica interviene en for-
ma necesaria todc el conjuntoc molecularg por esto, slempre que se afecte la es-
tructura general de esas enormes moléculas se afectarin paralelamente sus acti-
vidades., Es asi, por ejemplc;'que no debe esperarse reencontrar en las fracciones
producidas como consecuencia de un proceso hidrolftico cualquiera, la actividad
de la molécula de la cual se parti.-

Sin embargo, sin pretender contradecir la afirmacién anterior, ha de
esperarse que sea posible evidenciar que la actividad especifica se cumpla a tra-
vés de determinados grupos quimicos gue actuarfan como funcionales en estos pre-
cesos. La confirmacién experimental requiere que el blogueo de dichas funciones
mediante reactivos gue producen muy escasas modificaciones en el conjunto mole-

cular, afecten, no obstante, marcadamente ia actividad espec{fica.-

Investigaciones planeadas en base a tal razonamiento permitieron avan-
sar algunas hipStesis sobre el mecanismo de accién de hormonas de naturalezs pro-
teica tales como la insulina o la gonadotropina { vease Bischoff, 1942 )o También
fueron aplicados por Ross y Stanley ( 1938 ) para estudiar los grupos activos en
la molécula del virus cristalizable que provoca la enfermedad del mosaico del ta-
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baco; estudiando la accién del formaldehido sobre dicho virus han podido con-
cluir que las funciones aminas y aquellos otros grupos de la molécula que reac-
cionan con el reactivo de los fenoles de Folin, son indispensablea para que se
manifieste la actividad del virus.— '

En el campo de la enzimologia se han realizado también numerosas expe-
riencias; estudios con objeto de verificar la intervencidn que puecdan tomar las
funciones aminas u otros grupos componentes de la molé&cula proteica en los casos
de la catalasa, sacarasa, etc. han sido emprendidos desde tiempo atrds { vease
Haldene y Stern, 1932 ). Mis recientemente, deben mencionarse las brillantes con—
clusiones obtenidas por Northrop y Herriot ( 1938 ) del estudio de la accidn in-
hibitoria del "ketene" y del iodo sobre la pepsina, mediante los cuales dejaron

establecido que las funciones fendlicas libres son indispensables para la accibn
de la enzima.-

Ignoramos que en el caso de ia fosfatasa se haya emprendido estudios
de esta naturaleza, siendc los da%tos que damos a continuacidén sobre los efectos
del formaldehido en los preparadcs purificados de la glandula mamaria, los pri-
meros sobre este tema. Se ha elegido el formaldshigo para efectuar estas deter-
minaciones porque €1 produce sobre las grandes moliéculas proteicas cambios rela-
tivamente muy sencillos y, por otra parte, bastante bien conocidos, Se creyd en
un principio que solo reaccionaba con las funciones aminas, y si bien ya no pue-
de admitirse una explicacidén tan simple como unics explicacion de todo el fend-
meno, es si muy probabie que elia queda como base para describir las modifica-

ciones que sufren las protefnas frente a este reactivo,-

Accidn del formaldehfdo sobre ia fosfatasa mamaris

Las inhibiciones con el formaldehfdo fueron estudiadas sobre los pre~

parados denominados Elz, desprovistos de magnesio en exceso ( &ste quedaba a la

concentracidén de gMg 3 ), Los resultados que se dan en el cuadro N 24 y en el

gréfico N2 11 son de determinaciones en las cuales el formaldehfdo se agregd

en el momento en que la fosfatasa se puso a incubar con el substrato, es deocir,
que no hubo accidén previa del inhibidor sobre la enzima. Las concentraciones fi-
nales del formaldehfdo fué de M/100 y M/50 respectivamente,-~

La inhibicidn en-estas condiciones es sumamente enérgica; en la serio
cuya concentracién en formaldehfdo es de 0:.01 molar el méximo valor es 47.2 %
mis bajo que en la serie determinada simultaneamente Y a la cual no se adicioné

el inhibidor ( cuadro N2 24 ), y en la serie cuya concentracidén final en formal-
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Cuadro N2 24

Inhibicién de la fosfatasa mamaria por el formaldehfdo 0.001 M. beta-glicero-
fosfato s8dico como substrato. Temp. 372C. Incubacién 1 hora.-

Sin adicionar metanal Adicionado de metanal 0.01 M
P P
liberado liberado
pH : mg. pH mg.
9.40 0.024 9.43 2.016
9.3%0 0.042 9.28 0,022
9.09 0.759 _ 9.10 0.233
B.75 0.505 8.89 0.311
8,30 0.214 8.51 0.192
8.08 0.103 8,10 0,110
7,80 0.081 7-90 0.090
T-43 0,080

Grafico N2 15

P Liberado
P
M

- & 3
--""'...‘q..
:;' ] L) - - g \Qr\
- = ‘*.‘ \\\0_\
E %7::::::— 1%-el .. "] -

76 8| 8lo 82 8/4 86 88 o 92 94 96 98 00

P//

Owo. _Sin adicionar metanal —--@---@-- Adicionado de metanal 0,02 M




-1

dehfdo es de 0.02 molar el miximo valor fosfatdsico es 77.4 % mds bajo que en la
serie determinada simultaneamente como control y a la cual no se agregd formal-

Desarrollo de la reaccidén entre el formaldehido y la fosfatasa mamaria

La inhibicién realizada en las condiciones que terminamos de exponer
se efectia con excesiva energfa y rapidez Y no permite seguir el curso de la
inactivacién; algunas experiencias posteriores, no obstante, nos mostraron la po-
8ibilidad de lograr condiones en las cuales fuera factible seguir la inactivacidn
en funcién del tiempo, lo cual nos permitirfa establecer el tipo de reaccién quf-

mica que sigue la formacidn del hipotético compuesto inactivo de fosfatasa y for-
maldehido.-

Si la marcha de la reaccidn se puede seguir con un exceso relativamen—
te grande de formaldehido, se logra experimentalmente las condiciones que aseme-
Jan el tipo de la reaccidén a una forma monomolecular, donde solo las variaciones

de la enzima determinard la velocidad del proceso de inactivacién,

( Reaccién
pseudo-monomolecul ar ) =

En una reaccibén de aquel tipo se tiene que la velocidad ( gf ) es pro-
porcional a la concentracién de la substancisa que se modifica,

En nuestro caso

en el gque la concentracidn de enzima libre tiende a deorecer, tendriamos:

= da ak
at "

donde,

da = diferencial de la concentracidn en fosfatasa

dt = diferencial del tiempo

k = constante de proporcionalidad

da  _ x 4t
a

Si se integra entre les lfmites ( a~-x )y a, presentes a los tiempss

t: ¥ t1, se tienes
(a-x) t2
f. da fk dt
a
a t

donde x es la cantidad de enzima inactivada al tiempo %,
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CURSO DE LA INACTIVACION DE LA FOSFATASA MAMARTIA POR MEDIO
DEL FORMALDEHIDO
Los valores han sido referidos a mg. de P por ml. de El., Las determinaciones

se han efectuado en 30' a pH entre 8.9 — 9.1 y 372C. El pH de conservacibn es
el habitual en gue se obtiene el El ¢&e acuerdo a la técnica dada mds atrids,

vale decir 6.5 — T.-

Temperatura Metanal = t a & =3 k = == ok =
horas mg. P ng. dée - A
309 3.00 0 84.90 | —— i
2 68.49 0.04495
4 60.24 0.03575
6 45.04 0.04569
8 38.16 0.04402
362 6.00 ¢ 74.04 — i
1 50,00 0,17050
2 38.24 0.12%47
3 31.44 0.12399
4 23.51 0.12455
5 19.37 0.11646
6 15:57 0.11286
372 8.02 ¢ 206,45 s e
1 160.00 0,11059
2 318,08 O.32189
3 £0.00 0,13720
4 61,30 0.13181
5 42.59 $.13709
6 | 36,36 0,12568
7 30,50 0,11863
8 25,80 0.11289
37¢ 3.00 C 290.88 — o
7 111.60 0.05814
20 53017 0.03539
21 25.5% 0.03407
44 17.91 0.02772
52 20,33 0.027320
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(a~x) . tj t2
= [logc aJ 3 -[ -

(-loge a-x) - (-log a) . E(t - % )

1 c
b - t1 (a. - XS

Transformando a logaritmos decimaless

2.3%03

1logyq =
t, - & = ia—xj

y si al comenzar la experiencia, consideramos t = 0, tendremos

k

2.303 1 a
k = e w7 m

Yy pera simplificar, en el cuadro N2 25 se han tomado los valores de k cuyo va-
lor estd definido por la siguiente ecuacidn:

"____]S_____n 1 1 a
£ " 3305 = 5 logw (- =

Los valores de k encontrados experimentalmente se mantienen dentro
de una constancia satisfaoctoria ( cuadro Ng 25 ) aungue en periodos de tiempo

largos ( experiencia N2 4 ) 1a inactivacién es més lenta de lo que la teorfa
prevee, Las razones precisas de la variacién de las constantes en las distintas

series de experiencias, no ha sidw in?estigada todav{ia; los factores que proba-

La posibilidad de poder describir

la marcha de acuerdo eon un tipo de
reaocidén quimica sencilla tiene importancia,

ademés del hecho en s{ del estudic
cinético, porque nos permite esperar que sea

posible encontrar el PTroceso al cual
8¢ debe la inactivacién de 1a enzima,—
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La diferenciacifn de estos dos tipos de inhibiciones ha nacide de la

observacién de que algunos inhibidores actdan con una intensidad dependiente so-
lamente de las coneentraciones del inhibidor y de la enzima y casi por completo
independiente de la concentracidén del substrato, mientras que otras acciones in-
hibitorias, en cambio, son también fuertemente influenciadas por la concentracién
del substrato. Si se admite que el inhibidor forma un compuesto con la enzima,
tendremos en un sistema donde también se encuentre presente el substrato, las si-
guientes reacciones: (vease Haldane-Stern, 1932)

L]

[EJ+_[SJ (&s) (1)
(2] +(z]  [m]) (2)

donde la formacidén de EI se cumplird independiente de [S] sl ambas reacciones
se realizan ocon grupos distintos de E 3 pero si se unen con el mismo grupo de
la enzima, la relacidn de ambos compuestos dependerd del valor de las constantes
de disociacifn de los procesos (1) y ~(2) y ademds. por accidn de masas; puesto
que [E:]es del mismo valor para los dos proscesos, dependeran de [S] e [IJ .

En el cuadro N2 26 se dan los resultados de una experiencia planeada
para resolver cual de las dos posibilidades se cumple en el caso de la inhibi-

Cuadro N8 26

Inhibicién de la fosfatasa mamaris por el metanal 0,1 M, frente a variadas con~ ?
centraciones de substrato. Determinaciones s PH 9.0 y durante 1/2 horg .- |

Metanal 0.1 M Glfcero~fosfato RSsforo Resto de
sédico liberado actividad
ml, gr. % mg. % i
0 0.4 0,242 T3.1 |
5 | 0.4 0.177
0 0.3 0.363 ,
5 0s% 0,220 61.1
0 0.2 0,363
5 0.2 0.210 o7.8
0 0,1 0,333
5 0,1 0,185 50.9
0 0,05 0.353% -
5 0,05 0,160 48.0

cién de la fosfatasa mamaria por el formaldehfdo. $e ha hecho actuar una misma
cantidad de fosfatasa sobre un subsirato cuya concentracién en beta~glfeero-fos—

e e e e s T




} —

fato sédico oscild desde 0,4 a 0,05 % y se ha comparado en cads concentra—

0idn de substrato ensayada, la inhibiecidén producids por el metanal a la

~concentracién final de 0,02 molar.-

| Puede apreciarse que la inhiticién es francamente influenciada
|

por la concentracidn del substrato, variando el resto de actividad de la

enzima desde el 73,1 % cuando el substrato se encuentra a la concentracién

0,4 % hasta €l 48,0 % cuando este se encuentra al 0,05 %, lo que demuestra

claramente que entre el inhibidor Yy el substrato se establece una verdade—

ra '"competencia" frente a la molécula de enzima.-

e s, B st Bt




Capitulo VI

RELACIONES DE LA GLANDULA MAMARTIA CON LA FOSFATASA SANGUINEA EN

CONDICIONES FISIOLOGICAS HABITUALES, DURANTE LA PRENEZ Y LA LACTANCIA

Origen de la fosfatasa sangufnea

El origen normal de la fosfatasa sanguinea, asi como las modificacio-
nes de su valor en algunos estados especiales no patolégicos y patoldgicos, no
aparece todavia como un problema definitivamente resuelto. Para la solucién del
mismo se han aportado datos obtenidos en la observacidn clfnica, en experiencias
de extirpacidn de drganos, por las modificaciones observadas como respuestas a
los cambios en el régimen alimenticio, por la comparacidn entre las propiedades
de la fosfatasa plasmdtica y las del 6rgano supuesto orfgen de la mi8ma, etc.,
sin que de las referencias ya abundaﬁtes que se pueden reunir sobre este tema,

surja una solucién uniforme y satisfactoria,-

El origen 68seo, sino total por lo menos parcial, de la fosfatasa plas-
mitica es generalmente admitido., Las verificaciones efectuadas por Fell y Robi-
son en 1929 segin las cuales los cultivos de tejidos d8seos en crecimiento son ca-
paces de sintetizar fosfatasa, han sido consideradas desde entonces como un buen
punto de apoyo para aquella suposicidn; a esta aptitud del tejido 6seo deben agre-
garse las corroboraciones efectuadas por diversos autores en el terreno patolégi-
€03 en una serie de enfermedades generalizadas de 1>s huesos - raquitismo,

tis fibrosa generalizada, osteomalacia, etc,

ostei-
~ eXiste un aumento muy marcado del
valor de la fosfatasa de 1a sangre, -

También han gquedado como una demostracidn indirecta del origen éseo de

la sero-fosfatasa las investigaciones de Banting y Armstrong ( 1935 ) en anima-

les a los cuales se les extirparon intestino delgado, intestino grueso,

higado, pédncreas, bazo, testiculos ¥y epididimos,

rifiones
sin que en ninguno de ellos des—

cendiera el valor de la fosfatass sanguinea, sino que por el contrario al extir-

par algunos de estos JSrganos aquella aumento; tampoco descendid en una experien-

cia en la que se eliminaron conjuntamente todos los drganos abdominales menos las
cédpsulas suprarrenales y la vejiga.-—

Hay que hacer notar que a pesar del conjunto de razones aducidas en fa-

vor de la hipltesis del origen 8seo de la fosfatasa plasmatica, todavfa no se ha

demostrado directamente la influencis ejercida por la extirpacidn del esquelete,
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debido seguramente a las enormes dificultades que impertaria la extirpacidn de

una parte importante de este sistema, Quedan también como factores negativos fren-
te a esta hipétesis el hecho de que no existen diferencias con respecto al valor
fosfatdsico entre la sangre afluente y efluente de los huesos ( Armstrong y Ban-
ting ), ni se ha conseguido revelar modificaciones de la sero—fosfatasa en el
periodo de reparacién de fracturas producidas accidentalmente en el hombre o ex—
perimentalmente en el conejo { Boterell y King, 1935 ).~

La teoria de que el origen de esta enzima no solamente reside en el
hueso sino tambien en otrcs 6rganos ha sido defendida principalmente por A. Bo-
dansky. Este autor (1934) determind el valor de la sero-fosfatasa en perros
jéve nes a los cuales mantuvo primero en ayunas y luego les did comidas gue su-—
cesivamente eran ricas en glicidos, lipidos y prétidos; concluydé de esas expe-
riencias que los gliucidos hacen aumentar la sero-fosfatasemia, los lipidos tie-
nen escasa o nula accién y, finalmente, los prétidos tienden a disminuirla. De
la discusidén de tales resultados concluye que es muy improbable que la fosfatg-
Sa originada en tejido éseo sea la causante del gumento debido a la ingestidn
de glicidos y opina que este debe estar condicionado por una sobreproduccidn o
sobre-secrecién de fosfatasa por el higado, mucosa intestinal, rifion y posible-
mente misculc. Por extensidn, sugiere que la sers-fosfatasa en condiciones ha-

bituales debe tener tambien diversos origenes,--

Posteriormente el mismo Bodansky (1934) del estudio de la curva de
sero-fosfatasa en perritos recien nacidos, alimentados y no alimentados obtie—
ne evidencias adicionales sobre el origen no éseo de la enzima Y en las condi-
ciones particulares de la nutricién del recien nacido, encuentra que es especial-

mente plausible la hipdtesis de las contribuciones de la mucosa intestinal y del
higadoc,-

En relacidn con el problema del origen de la fosfatass sanguines
deben tambien considerarse aguellas experiencias por medio de las cuales se ha

procurado determinar la identidsd de fosfatasas aisladas de distintos drganos;

razonablemente, en efecto, aquellos érganos cuyas fosfomonoesterasas alcalinas

manifiestan propiedades distintas g las de la sangre, deben ser descartados

como posibles origenes de esta Ultima. Los resultados que se han comunicado a

este respecto son todavfa insuficientes pero deben
de Belfanti, Contardi Y Ercoli

citarse las investigaciones

(1935) segin las cuales, la fosfatasa de plasma

reacciona igual que la Ssea frente al oxalato de amonio, mientras que las de hi-

gado y rificn lo hacen de una manera diferente y las investigaciones de 0,

Bodans-
ky (1937) de inhibicidn por medio de algunos 4cidos biliares;

segin estas dlti-
mas la fosfatasa plasmidtica se asemeja a las de hueso Y rifion y se diferencia

de la fosfatasa intestinal.-~
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Debemos advertir que el nombre genérico de fosfatasa que se ha usado
en las experiencias que terminamos de resumir, se refiere siempre a la fosfomo-
noesterasa alcalina (tipo AI de la clasificacién de Folley y Kay) pero hay que
recordar que tambien existe en el plasma sangufneo fosfatasa de-tipo £cido (tipo
AII de la wisma clasificacién); el Sptimo de esta dltima fosfatasa reside en pH

4,9 ¥y su actividad en el plasma es mucho menor que la dada por ¢l tipo alcalinog
sus propiecaces la asemejan mucho a la que se encuentra en los extractos de prés
tata y en 1iquido seminal (Gutman y Gutman, 1940) y probablemente se origina en
este 6rgano. Ha sido estudiado en conexidn con problemas patolSgicos del mismo y
no la trateremos en nuestro trabajo pues ya hemos visto que en las curvas de pH
Sptimo de fosfatasa mamaris no ha sido posible revelar su prescncis.-

Pactores que modifican el valor de la fosfatasa plasmitica

Yariaciones a distintas edades. El contenido en fosfatasa del plasma sanguineo

se modifica con la edad; generalmente se produce un ascenso desde la fecha del
nacimiento hasta un periodo variable segin el animal Yy luego desciende paulati-
namente. En el hombre, Stearns y Warweg ( 1933 ) encontraron valores "®ajos en

el momento del nacimiento; pero crece rapidamente hasta alcanzar el mdximo gl fi-
nal del primer mes, El nivel miximo se mantiene muy poco tiempo, aunque los tér-
minos medios son altos durante los dos pPrimeros afios de vida y se mantienen por
sobre los valores del adulto durante la nifiez y la adolescencia,-

En el perro el valor aumenta durante las primeras 24 horas hasta al-
canzar 60 unidades por 100 ml. de suero ( Bodansky A. 1934 ) ¥ luego deelina ré-

pidamente primero y lentamente después, para alcanzar los valores normales del

perro joven., En la rata ocurre el mismo fendmeno, siendo de un mes el perfodo

durante el cual los valores aumentan ( Weil y Russel, 1940 ).-

Accidn de las gléndulas de secrecidn interna, Binet y Pantrot ( 1934 ) refirieron

que la fosfatasa sangufnea aumenta como Tespuesta a la extirpacidn del péncreas,

( 1936 ) y por Freemann y Ivy (1937)
de insulina en concentraciones que disminuyen fuertemente la gluce-

siendo posteriormente confirmado por Martinez
la inyeccién

mia no produce sino €scasas modificaciones en 1la fosfatasa elevada.-

J como respuesta a la inyeccién

de hipdfisis; la tiroidectomfa Y la ingestidn de
Polvo de tiroides tienden a disminuir este v

cidn de adrenalina,

de extracto de 1&bulo anterior;

alor; igual efecto produce la inyec-




- 99 -

En vacas lactando encontr$ Folley ( 1936 ) que la inyeccidn de hormo-.
nas estrogénicas produce un transitorio aunque considerable aumento de lag serc-
fosfatasa mientras que ia administracién de tiroxima ( Folley ¥ White, 1936 )
produce un ligero aumento de actividad.-—

De las enfermedades de secrecidn internas ha sido invesiigada en la
diabetes y en la enfermedad de Basedow e hipertiroidismo ( vease Kay, 1932 )

- - - - - - - - . . =
sin encontrar variaciones dignas de interds, En el h1perparat1r01dlsmo9 en cam

o IO 1 - "'
bio, se encuentra fuertemente aumentada, segin Gutman, Tyson y Benedict { 1936 35
lo que ha sido confirmado en un €aso por Martinesz,

Accidn de las vsriaciones en la alimentacidn., Sobre ia

& modificaciones produci-

das por regimenes alimenticios especialmente ricos en determinados principios,

los resultados comunicados son discrepantes entre elio

S§¢ ya hemos visto gue Bi-
( 1934 ) encuentra que una comida rica en gld

de la fosfatasa sangufnea en los perros jévenes,

dansky A, cidos aumenta el wvalor

Las investigaciones de Weil ¥
Russel { 1940 ) en ia rata sefialan, en cambie,
¥y prétidos no ejercen influencias sobre la sero

do solo la ingestidn

que las dietas ricas en gldcidos
—fosfatasa de este animsl, sien-

de 1a fraccién etero-gleohol soluble de

la dieta la que 1la
aumenta; el efecto es debido, segin los autores,

a2 los acidos grasos no satura—

que tienen un grupo carboxflico libre; fué
que la cefalina aumenta 1a sero

dos, de cierta magnitud molecular, y

verificado ademis, -fosfatasa pero la lecitina no.-

la mujer y en los animales,.—

Cayla y Fabre ( 1935 ) estudiaron la
zadas y compararon los resultados con los ob
fuers del embarazo,

fosfatasemia en 15 mujeres embara-
tenidos en majer
éncontrando un aumento del 136 B
de la comparacidn del aumento encontrado e
que la hiperfosfatasemia no esta en

es de la misma edad

té€rmino medio, en aquellas;
ademis,

n 1os meses 82 Yy 99, deducen
relacién con 1g i
= - - -

topués cronclogicamente 1ga hiperfosfatasemia precede

des cidlcicas,—

acién del caleio por el fe-

a 10s aumentos de necesida-—

Segin Celentano ( 1936 ) en la mujer no cambian

los valores de la fos-
fatasa en 1o0s 4 primeros meses del embaragzo,

pero aumenta después de este perio-
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do para c#er en lo normal al 62 e séptimo dia del post-—parto; Meranze, Meranze

y Rothmann ( 1937 ) la encuentran aumentada durante la prefiez y el parto, mien-
tras que Ramsay,Thierens y Mager ( 1938 ) no encuentran modificaciones en 101
mujeres hasta el 72 mes del embarazo. Para Bodansky ( 1939 ) el aumento duran-
te el embarazo esti en relacién con la actividad de las paratiroides; encuenira
los siguientes promedios en sus determinacioness 22 a 62 mes, 2,92 U.B.3 72 mes,
3,23 U.B.; 62 mes, 4.7 U.B.3 92 mes; 5.9 U.B,; y 102 mes, 6.6 U:B,o—

En los animales los resultados no han sido totalmente concordantes;
mientras Auchinachie 7 Emsli