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Extraccion y Purificacion-de la Fosfatasa de la Gldndula
Mamaria ()

POR

Ranwel Caputto y Alberto Marsal

Son relativamente escasos los conocimientos que se poseen ac-
tnalmente acerca de la fosfatasa de la glindula mamaria; ereemos
que el primero que la sefials fué Kay, quién conjuhtamen-te con
FoHey y Kay (1) han establecido las condiciomes Gptimas para su
actividad ¥ algunas constante fisico-quimicas, pere wuiilizando un
preparado en el cual no se habia determinado el grade de pureza.
Posteriormente poca atencién ha merccido su estudio quimico.

El contenido en fosfatasa de la glindula mamaria es inferior
al de otros drganos, tales eomo rifién, intestino o hueso, en los cua-
les ha sido Tiés intensamenite estudiada; pero de ninguna manera su
contenido es tan exigno que pudiera considerarse carente de signi-
ficacién. Trabajando en condiciones similares 4 las realizadas en
este laboratorio por uno de nosotros (2) en est‘_udibs eon rifién, ve-
mos que los extractos mamarios tienen por centimetro ctbico un
contenido de fosfatasa equivalente a la mitad del de log extractos
renales. Si se agrega que puede creerse que la fosfatasa de la leche
proviene de la mamaria ¥ que los compuestos fosforados licteos tie-
nen una especial importancia, es posible suponer entonces que la
fosfatasa mamaria es, en realidad, acreedora a un mejor estudio.

(*) Tos gastos para efectuar este trabajo fueron sufragados eom el fondo
para investigaciones eientificas de la Facultad de Medicing de Cérdoba.*
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Emntre los intentos de purificacién de fosfatasa reahizados has-
ta ahora en distintos drganos, debemos citar los de Martland y Ro-
binson (3) con tejidd Oseo, mejorados luego por Lora Tamayo v
Rodriguez Blanco (4), Armstrong (5) .que estudié la fosfatasa fe-
cal del perro, H. y E. Albers (6) extrayendo la fosfatasa del rifion
niediante autolis del érgano, posteriormente uno de nosotros (2)
que mediante el uso de dioxana ha obtenido. preparados de fosfa-
tasa renal mas purificados.

Técmceas usedas para las valoraciones

En este trabajo hemos seguido téenicas semejantes a las usadas

en un trabajo anterior (2), empleando el mismo substracto (g 125

. de beta glicerofosfato sédico Fastman, g. 106 de veronal sédico

Merck, g. 0.1522 de cloruro magnésico con 6 moléeulas de agua de
eristalizacién Schering-Kahlbaum , tode disuelto hasta 250 ml de
agua redestilada y ajustado el pH entre 9 4 9.1,

El fssforo fué determimado mediante la técnica de Fiske ¥
Subba-Row (7) ligeramente modiﬁcada_” - Luas d_et_er;iuigaqiones de
pH fueron ejecutadas con el potenciémetro de Leeds v Northrop
modelo 7660 v el electrodo de vidrio de Me. Tnnes, usando comé
patrén la soluciéh de ftalato dcido de potasio del National Bureau
of Standards de Washimgton eon un pH de 3.974 a 20 grados.

La téenica de lag valoracicnes enzimaticas ha sido la misma
ya publicada anteriormente, también usamos la misma nomencla-
tura de unidades: “unidad de fosfatasa es la cantidad de enzima
gite en una hora y a la temperatura de 37 grados libera 0.1 mg. de
tosforo del substrato y a pH de 9 4 91. La cantidad de fosforo
hiberado no debe ser mayor del 10 9% del contenido de fésfore de
todo el substrato usado’’. Los testigos fueron dispuestos en la forma
va deserita.

Para valorar las proteinas intentamos al principio hacer de-
terminacicnes gravimétrieas, perc se nos han presentado dificulta-
des que nos obligaron a abandonar la téenica, pues las proteinas
no preeipitaban en forma completa y nos quedaban algunas al es-
tado eoloidal. Hemos usade, entonees, el método de la determinacion
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del nitrdgeno total de Kjeldahl ecmo indice del contenido de pro-
tefnas de nuestro extracto; para minerahzar usamos el perhidrol;
la destilacién del amoniaco la hicimos de acierdo a la mierotéenica
de Michaelis y 1a titulacién final por yodometria segiin Koefoed (8).
Expresamos nuestros resultados por el indice

TUmdades de fosfatasa

Milfgramos do nitrégeﬁo total

Determinacion del pH optimo de lo fosfatase mamaria

Eg eonoerdo el hecho de que en los drganos animales s¢ encuen-
iran por lo menos tres tipos de fosfatasas euya dlferencla, mas fa-
cil de reeconocer es la de los distintos pH requeridos eomo Gpiimos
Para su actlwdad En el euadro siguiente hemos resumido el com-

%‘pmmmmnto de las iosfatahas de distintos organos segin los datos

de la literatura:

pH -dpiimo Dos Optimios Optimo
‘alrededor alrededor de alrededor
de 9 — pH 5y pH 9 — de pH 6.—

Rifién {Baman y Raedel) Eritrocifos
Plasma sang (Belfanfy (8)) Higado (Baman y Riedel) (Roche (13))
Hapeso - (Belfanti (9)) Bazo (Davies {103)
o Leche  (Gird A1y
Cerebro  (Girly Datta {12))

Dada esta diverfidad de comportamiento, al inicia¥ nuestros -
teritos de purificacién de la fosfatasa mamaria hemos sentido la
necesidad de determinar el pH 6ptimo para su actividad ;. este tra-
bajo previo 1mponiase con el doble objeto de ajusiar la {éenica de
la determinacién cuantitativa y ademds para conceer si el procedi-
miento de extraccidn debia fener en cuenta uno o dos tipos de
enzimas

Hemos usado en las determinaciones del pH 6ptimo, glindulas
mamarias de vacunos y que estaban fuera de periodos de actividad
{uncienal, para evitar la presencia de leche ——que, comoe es conoei-
do, tiene dos tipos de fosfatasa—. También se ha procurado eli:

NN
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minar la mayor cantidad posible de sangre para deseartar la aeeidén
de las fosfatasas de este tejido.

Las extracciones las efectuamos con mezela de Albers (vease
més adelante), con buffer de borato sédico de Sorensen (pH 9 2)
¥ con agua destilada; en el caso de los dos Gltimos agentes de ex-
traceién afiadiamos tolucl en la proporcién del 10 9% del volumen.
No 'hemos encontrado diferencias notables segtin el agenfe de ex-
traccién y en la eurva que reproduclmos damos los resultados ob-
fenidos con un extracto. acuoso, filtrado después de 48 heras de
maceracién del Organo ¥ con el cual.se proeedié a.determinar la

riqueza en fosfatasa en presencia de substratos cuyoe pIl era ade-
cuddamente modificado para tener toda la escala necesaria, pero
mantentendo la misma eoneentracién 1onica total en tedos los tubos.
Lag determinaciones de pll, efeetnadas con las precauciones y tée-
nica ya ndicadas, eran repetidas después de la mcubaeidn de la
mezela de reacaidn. En experiencias complementarias estudiamos
Tp4s partieularmente algunas zonas de la escala de pH usando mu-
chos tubos para tener menores desplazamientos del pHL
Interpretande la grafica anterior, podemos concluir que la
fostatasa de la gléndula mamaria tiene en las condiciones experi-
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mentales en gue nosotros frabajamos, un solo pH - éptimo de ae-
tividad; que este se encuentra alrededor de 9 y que la actividad
enzimética cae bruscamente a ambos lados del éptimo.

Eztraccion de le fosfatusa memarie

Partimos de glandulas mamarias de vacunos recientemente faena-
dos en el Matadero Mun1e1pal de la cindad de Cérdoba; inmediata-
mente eran transportadas al laboratomo y libradas de toda grasa pe-
rimamaria e interlobulillar v luego groseramente plcada,s 81 las glan-
dulas eran muy ricas en leehe los trozos eran exprimidos y lavados
varias v s?con agia comun Para extrder el maximo, pos1b1e de le-
che. Lugg, el organo ery friturado flna]mente en miquing pieadora
de carn a extracaién de la enzima la hicimos mediante autoli-
sis a la teinperatura ambiente (que oseils gnifre 16 ¥ 26 grados) ¥ eon
la aditién de.n volumen igual al peso de 1& glandula de nna mez-
cla compue_. . de tolueno 50 ml., acetato de etilo 50 ml etanol
a 50 grados 1 Titro; bsta mezcla ha sido propuesta por Albers
(6) y mnos ha dado muy bhuen resulfado en ‘todos los traba-
jos efeciuados en este laboratorio eon dlstmtos orgarios. Lia autolisis
se efeetla durante 94 3 dias ¥ luego el extracto se filtra Do gasa ¥
finalmente por papel de filtro prewandente mo;lado con ‘agua co-
man; euando el gx_tljae_tp erE muy rico. en llpldOS' bastaba, -enfriarlo
fuertemente gn ] -refri"gerad'or eléetrico antes de la filtima filtracién

Los extraetos obtenldos en esta forma tlemen un color hgera-
mente amarillo ¥ solamente dan una tenue fluorescencia verdosa
dlferenelandose en estcs dos detalles de las preparaciones obteni-
das del rifién.

El valor enzimético de estos extractos crudos asi obtenidos, va-
ria mucho segiin lIp actividad de las glandulas usadas y quizd tam-
hién por otros factores (edad del animal, ete.). En los casos que
la mama estaba en el periodo de secrecion lactea, la rigueza en fos-
fatasa era mucho mayor que las glandulas en reposo funcional Pre-
sentamos en el cuadro siguiente las diferenciay obtenidas en diver-
sas preparaclones divididas segn el estado funcional:
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Glindelas en reposo Glandulas en actividad !
secretorio secretoria o
Unid. Unid . Unid. Unid. .
mg, N. total —por mi, —mg N, total por mk,
2.90° 3.60 25 — 27.40
7.80 10.— 48,30 67.20
23— 23.—
11.45 11.89-
9.10 25.—

Se ve, emioneces, que en general -cabe esperar niejores extrac-
1es més concentrados y mis faciles de purificar, partierido de las
gléndulas en actividad funecional, Como eriterio macroseépies para
determinar el estado funcional de la glindula séle hemos tenido en
consideracion la preseneigﬁ o ausencia de leche,

i

,

Concentrocion. de las preparaciones

El exiracto erudo anteriormente degerito es precipitado econ
etanol a 95 grados, agregando en la proporeion de 1 litro de al-
cohel por cada 800 ml. del extracto. El conjunto se deja en el re-
frigerador eléetrico (5 grados) durante toda la noehe y al dia si-
guiente se separa por deeantacién y eentrifugacidn las proteinas
precipitadas, mientras que el liguido se desecha por ser muy pobre
en fosfatasa.

El precipitado de proteinas se somete a la accién del disolvente,
para efectuar la elucién de la enzima. Hemos estudiado los siguien-
tes solventes: agua destilada, buffer de borato sédico (Sérensen)
a pH 9 v el etanol a 25 grados centesimales; en todos los casos em-
pleamos una cantidad de disclvente que equivalia a 1/10 del vo-
lomen primitive del extracto, de tal modo de tener un aumento de
eoncentréeién de la enzima de més o menos 10 veces el primitivo.
Esta solucién de fesfatasa pareialmente purificada la denominare-
mos EL (BElucién N° 1). En el cuadro siguiente pregeritamos los
resultados obtenidos con diferentes solventes de la fosfatasa:
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CUADRG N°, 3

.- Ext. crudo Elucidn Relacidn Fosfatasa
Agente Elueién U./mg. N. U./mg. N Puuflcacldn recuperada
Agua -destilada . . 7.8 10 9 14 75.12 %
Agua destilada . . . 10.4 14.2 1.5 e
Buffer borato . . . - 4.3 11.— 2.5 80.2 %
Etanol 25° . . . . . 1.3 275.8 24.4 905 %
Btanol 25° . . . . . 18 02 267, — 14 8 —_ %
Etancl 25> . . . .. 23 320.— 4.1 68.— %

Por la comparacién de los resultados deducimos que el disol-
vente més selectivo de la fosfatasa, en lag econdiclones experimenta-,
les en que nosotros hemos trabajado, es el aleohol etilico a 25 gra-
dos; sin embargo, no pudimos aumentar la riqueza de nuestros pre-
parados por sucesivas disoluciones en alechol a diferentes eoncentra-
ciones, Por tal motivo deeidimos buscar otre agente de elucién que
nos permifiera ina mayor concentracidn -po'r ser més selecfivo al
disolver la enzima, pero no las protefnas inespecificas.

Purificocidn de las preparaciones

"t Buseando un agente mejor para la elucién de la enzima pero
¢ue no disolviese las proteinas inespecificas, inieramos el estudio eon
las soluciones eoncentradas de sulfate de amonio y de sulfato mag-
nésico, pere rdpidamente debimos abandonarlas, pues la primera de
estas destrufa notablemente la fosfatasa y la segunda tamipoco nos
era de uillidad, Inic:amos luego el estudio de la solubilidad de la
fosfatasa en las soluciohes eoncentradas de acetato de magnesio, sal
gue presenta la ventaja “de ser soluble en el efanol ¥ por lo tanto
euando tenemos disuelta la enzimé en soluein saturada de acetato
magnésico, bastard la adieidn de etanol para preeipitar la fosfatasa
y dejar en solueién la sal mag’nesma La solucién saturada de ace-
tats magnésico nos ha resultado un buen agente de elucién de la
fosfatasa,

Preparamos el aectato de magnesio por saturacién del dcido
aeético eon 6xido de magnesio, €l productd es fuertemente concen-
trade por evaporaeibn y luege adicionado de la suficiente cantidad

By .
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de acido aeétieo para dar una reaceidn neutra al tornasol; el todo
es abandonade hasta la cristalizacion. La sal es reemstalizada y di-
suelta luego para formar soluciones saturadas. En algurias OCasié_)-
nes hemos usade como refereneia el producto de Schering - Kahlbaum.

B procedimiente finalmerite adoptade para purifiedr las vrepa-
raciones de fosfatasa fué el siguiente:r La solucién de fosfatasa par-
cialmente purificada (que anteriormente hemos designade El,) se
precipita con un volumen igual de acetona y se la deja durante
una neche en el refrigerador eléeirico. El precipitado de proteinas
—.gue contlene pricticamente toda la fosfatasa— es eluido al dia
siguiente con la solucidn saturada de acetato magnésico, empledn-
dola en la proporeién de medio volumen de ésta por cada unc de
El, Nos queda, enfonces, una disclueidn de fesfatasa en solucion
saturada de acetato magnésico que lamaremos El,

La solucién anterice (El,) es fratada por un exceso de etanol
de 95 gz precipita la enzima y deja en solucidn la sal magnésica.
Esta operacién se hace ripdamente, manténiendo el preparado en
el refrigerador y obteméndose asi wn prec:pltado de proteinas que
es centrifugade

El preclpltado es sometido a la tercera elucidn que puede efec-
twarse con solueidn de aeetato magnésico o con aguma simplemente,
Tenemaes, asi, lag preparaciones més puras gue actualmente se dis-
pone.

Resultados y comentario

Presentamos ¢én el cuadro nfimero 3 algunos ejemplos de log
resultados obtenides con las mgjores preparaciones (en total hemos
hecho 28, peré eambiando las técnicas de acuerdo a lag circunstan-
c1ag). Iin los preparados A - B - C ge usd como finico agente de
elucidn el etanol a 25 grados v los resultades fueron medioeres

La preparacién D la presentamos por ser unc de los casos en
que el acetato de magnesio dié muy buen resultado en una sola
solueién. Las E v F son ejemplos de la téenica completa,

Una vez obtenidos estds resultades ya definitives, deeidimos
hacer unas experieneias en las cuales seguimos la téeniea deserita
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pero se trabajaba lo mas rapidamente posible para evitar la inaeti-
vacién espontinea de la enzima, v al mismo tiempo haciendo la al-
tima elueién con agua destilada —evitando un exeeso de sales mag-
nésicas—; siguiendo estas ideas se efectuaron las preparaciones G
7 H ¢ue dieron una rigueza de 2309 y 2208 unidades por miligra-
mo de nitrogene. El ligero aumento de riqueza con respectc al pre-
parado F, posiblemente es debido a nuestra mayor experiencia ¢n
el trabajo

CUADRO Ne. 3

. . - ; - - —
[~] Iy Ly Li
< | Bxt. crudo . 1=, Elueién . 2+, Elueidn . 32, Elueién
£ 1Pre) g mg N (2P| me N, 3 P18 7/ g N
g‘ U/ me. N CII_’I’ta' ¥ agente c‘?‘fa"' y agente Gll?lta‘"_ v agente
i /I8 N €100+ elucidn ciom usado cifn usado
A —_— 301.1 —— 453.3
Ale. o Ale.
Lanl ﬂ — e 4
=) = = P
B | 11.3 o 275.8 - 400.2 = 577.—
w Ale. e Ale. | » Ale,
] o a|
¢ 18.02 _ 267.— | 389 2 477 ,—
' ’ Ale, Ale, © Ale.
— . - - -
D 32.2 360.— | 985, — —_—
T Ale. : Mg.
[ — P — R E [P -
o : F; =) ’
E — ol 247 2 - 716.3 o 1504,—
] e Ale, ot Mg. - Mz,
e R = R
Fl 24 307, — 816, — 2086 5
Ale, i Mg Mg.
ABREVIATURAS:
U./mg N. = Unidades de fosfatasa por miligramo de Nitrégeno total.
Ale. = Etanol a 25 grados.
Me. = Bolucidn sdturada de acetato. de magnesio.

Wl ;




1

3%

L N ) N B LT W]

ANO 28. N°9-10. NOVIEMBRE-DICIEMBRE 1941
— 1539 —

SUMARIO

— Se ha determinado el pH dptimo de la aetividad para la
fosfatasa de la glindula mamaria de vacunos y en periodo
de reposo seeretorio, resultando ser alrededor de 9. Sélo
se ha encontrade un tipo de fosfatasa.

°; — Se describe una mueva téenica de purificacién de. esta cla-

se de fosfatasa, basada especialmente en la preeipitacién
con etanol y acetona y iuego solubilizacién en una selueién
saturada de acetato magnésieo, Teprecipitindola con etanol.

— Las preparaciones mis puras contienen 2.309 unidades de
fosfatasa por miligramo de nitrégeno total.
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