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ESTUDIOS SOBRE LA FOS—FATASA RENAL ®
Ja, COMUNICACION: EXTRACCION Y PURIFICACION

Dr. Alberto Marsa,-l

(De la Chtedra de Quimica Blologlca——Fa,cuIta,d de Medicina de Cérdoba
Rep Argentina)

En estos dltimos aflos, el estudlo _de los compuestos orgénicos
del fésforo ha tomado un conmderabie interés biolégico por ha.
berse logrado aislar una serie de productos que intervienen en di
verses mecanismos funcionales. Tales compuestos fosforados jue-
gan mn 1mportante papel en ek metabolismo de los glucidos, eon-
traceién museular, accién de algunas vitammas, ete.

Los mecanismos de fosforilizacién y desfosforilizacién de ta-
les compliestos orgdnicos son relativamente poco conocidos, pero
posiblemente. gon gobernados por las diversas fosfatasas existen-
teés en los or ga,nos ¥y tejldos El estudio racional de los procesos
de fosforilizac:én debe ser miciado por &l de las fosfatasas.

Pocos estudios se han efectuado hasta la fecha para el ais-
lamlento y purificacaén de las fosfatasas y careciéndose por lo
tanto de ideas claras sobre su constitueién, no es posible avalo-
rar exactamente los numerogos {rabajos publicados sobre las pro-

(*) El presente estudro fué imciado bajo la direccion del profesor J B.
Sumner de Ithaca (N. Y.), en una époea en que el autor poseia la
Beea Latina de la John Simon Guggenheim Memorial Foundation.
Durante el afio 1938 los gastos originados fueron sufragades con el
‘‘Fondo para Investigaciones’” de o Facultad de Medieina de Cor
doba (R. Argentina}.
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peanues bioldgicas de los preparados enzimticos snmamente ir.
puros, actualmente en uso. La esterasa fogforica gue actda espe-
cialmente sobre la hidrélisis de los glicerofosfatos fué descubier-
ta en el rifidn y otros tejidos por Grosser y Husler (1) en el afio
1912, posteriormente Plimmer (2) confirmé su existencia y estu-
di6 sus propiedades. Kay (8) obtuvo por extraceién con agua
cloroformada una preparacién de fosfatasa renal proveniente de
rifiones ‘de cerdo, que le permitié estidiar las prineipales propie-
dades de la enzima. Ehrensvird (4) mejorando el método des-
cripto anteriormente por Erdtman (5) consiguié preparades mu-
cho mds potentes. Martland y Robinson (6) obtuvieron wn pre-
parado de fosfataisa 6sea cuya potencia equivalia a 5.7 unidades
por miligramo del residuc sélido del preparado: Lora Tamayo y
Rodriguez Blaneo (7) mejoran el método. H. E. Albers (8) obtu-
vieron los preparados més puros registrados en la literatura ¥y
que llegan a poseer wma potencia de 50 unidades por miligramo
de peso, pero cuando los preparados eran sometidos a téenicas es-
peciales para ehmmar las sales inertes, llegaban a poseer una po-
tencia de 150 unidades por miligramo de proteina del producte,

Deseribiremos en este trabajo el procedimiento que nos ha
permitido obtener preparados de fosfatasa renal () muy purifi-
cados. ’

TECNICAS USADAS PARA VALORAR LAS PREPARACIONES

La valoracién de la fosfatasa fué efectuada usando ‘un subs-
trato semejante al prepuesto por Bodansky (9) ‘que lleva vero-:
nal como buffer segiin el consejo de Michsaelis {10) y compueste
de: 1.25 gr. beta glicerofosfato sédico Eastman, 1.06 gr, verona}l
s6dico Merck,” 01522 gr. cloruro magnésico eon 6 moléeulas de
agua de eristalizacién Schering - Kahlbawm, agua redestilada en
alambigque de vidrie hasta eompletar 250 ml El pH del substrato
era. determinado potenciométricamente y fijado en 9-9.1 median-
te la adieién de HOCL 1/10 normal o una base diluida, Todas las

(1) Nos Teferimos en este trabajo finicamente a la heta glicerofosfatasa
gue actda en medio alcalino.
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deterntinaciones de pH las efectuamos: con el electrodo de vidrio
de Mac Innes, usando el petenciémetro de ‘Leeds and Northrop
modele 7660; como patrén de pIl usamos una solucién, de ftalato
4cido de potasio del National Bureau of Standards de Washing-
ton y con un pH de 3.974

Los extractos enzimiticos y el substrato d_e glicerofesfato fue-
ron conservados en refrigerador eléctrico de 3 a 5 grados. Para
efectuar las mediciones se esperaba que’ los Hquidos adquiriesen
la temperatura ambiente, pues nuestras pipetas de Ostwald-Folin
son calibradas a 20 grados. Las reacciomes:de hidrolisis enziméti-
eas fueron -efectuadas en tubos de ensayo tapados, conteniendo
10 ml. del substracto y 0.5 ml. de la solueién enzimhitica ; luego
eran mantenidos a 37 grados eh bafio 'de agua e interrumpida al
¢abo de una hora mediante la jntrodueccién en hielo machacado.

Para lag determinaciones del, fésforo usamos el métode de
Fiske y Subba-Row (11), empleando ligeras modificaciones que
pos . fueron -enseftadds persbnalniente por el Dr. Subba-Row. Co-
mo nuestros. extractos poseen un eontenido. sumamente bajo de
proteinas, pudimos omitir generalmente la desprotemlzacwn con
dcido tricloroacético . . )

Hemos usado la nomenelatiura para. unidades de fosfatasa,
empleada por Albers (8): Unidad de fosfatasa es la ‘cantidad de
enzima gue en-una hera y a la temperatura de 37 grados libera
0.1 mgr. de fésforo (2) del substracto de beta glicerofosfato s6-
dico v a2 pH de 9. La eantidad de fésforo liberado no debe ser
mayor del 10 % del eontenido de fésforo total de la cantidad de
substrato usado; enando los resultados nos indieaban vna hidro-
lisis mayor, repetiamos la determinaecién usando una solucidn mids
diluida de la enzima. En toda determinacién efectuamos simulta-
neamente log controles de fosfatos inorgédnicos preemstentes en
el tejido, testigo de la no hidrolisis exponidnea dJel substrate y
un testigo de la ausencia de reaccién con los demds reactivos. Las
determinaciones las efeetuamos por duplicade y solo aceptamos
los resultados euando coincidan. '

(2) 8e sobrentiendé que este fésforo se eneuentra al estade de fosfato
_ inorgimico, por hidrolisis:del glicetofosfato sédico. En las paginas si-
" guientes wsaremos esta acepeidn.
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.Las proteinas.de les extractos fueron dosadas por gravime.
tria, previa precipitacién con acetona {mét. Bierry y Vivarro mo-
difieado por Guillaumin, Wahl y Laurencin} (15) o por preci-
pitacidn con &e. tricloroaeético y acetona. En log extraetos dilui-
dog, usamos el fotonefelémetro de Leifo previamente ecalilirado
eon soluciones eonomdas de proteinas renales ¥ mediante la tée-
niea de Looney y Walsh (12). Con los datos ohtenidos por la va-
loracién de la fosfatasa y el contenide de proteina del extracto,
caleulamos ¢l contemado de unidades de fosfatasa por miligramo
de proteina de la preparacién purificada; en todo este trabajo
adoptamos ecomo expresién de la potencia enzimética esa rela-

., Fosfatasa
¢ién: ———-—— que abreviaremos Unid./mgr.
Protema

A) EXTRACCION DE LA ENZIMA DE LOS RINONES

Empleamos eomo material -de salida, rifiones congelados de
cerdo provistes por el Fr1gor1f1<30 SWIft ent Ia préparacién Ne, 34
tisanmos drganos recogidos en el Matadero Municipal de Cérdoha
y provenientes de animales poreinos recientemente faenados. Los
rifiones —unos b kilos.en cada p_repa;_raéi'éng eran triturades en
méguina espeelgl ¥ sometidos a la extraceién.

Como material- de extraccién usamos en un principio diver-
sos solventes: soluciones acuosas de acetona al 10 %, solucién de
para dioxi-dietileno en diferentes proporciones, de glicerol, ete.;
“p'ero log resultados no fueron todo lo satisfactorios. que se de-
seaban. Bl empleo de wna mezela de un litro de etanol a 50
grados, 50 m]. de tolueno Merck y 50 ml. dé acetato de etilo Merck
(), ya preconizada por Albers nos resulty muy conveniente por
lo cual adoptamos definitivamente el método, -

Liog rifiones triturades eran macerados durante 96 horas con

(3) En nuestros ensayos usamos tolmeno, acetato de etilo y propanona
de calidad comercial, previamente purificados en numestro Laborato-
rio por’ degtilacién y que respondian a los ensayos de pureza de los
reactivos quimicos. En la prepardeion No, 32 empléamos’ preductos E.
Merck de Darmstaddt, para dar eomd r&ferenera, reactivos -universgal-
mente conocidos, :
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un yolumen de la mezcla citada igual al peso de los rifiones. La
extraccién se efectud a la temperatura ambiente (que oscilé en-
tre 19 y 37 grados) y con agitacidn oeasional. Se filtra por gasa
v luego por papel mojado previamente en agua, obteniéndose un
liguido perfectamente limpido y de color oro, que presenta una
intensa fluorescenela verde a la luz blanea y mayor ain con la
ultravioleta y que segin von Euler v Adler (13) es atribuible a
las flavinas del rifién. Bl contenidoe de proteinas de este extracto
es hastante bajo y relativamente rico en fosfatasa,

B) PRECIPITACION DE LA FOSFATASA

La enzima se encuentra en el extracto crudo en solucién muy .
diluida, es por lo tanto necesario precipitarla para reducirla a-
una solucién més concentrada Martland y Robinson (6) nsaron
una mezela de etanol y éter etilico; Albers, etanol a la eonceri-
traeién de 65 %, obteniendo buenos resultados.

Nosotrog £ngayantos los Qreinpltantes antes mencmnados
igualmente que €l para dioxi-dietileno. Con alechol obtivimos los
buenos resnltados menecionados por Albers, pero nuestros prepa-
rados con una rigqueza mixims de 194 unidades por miligrame de
proteina, no representaban un gran adelanto sobre los resultados
de tales autores,

Decidimos usar la acetona como agente de precipitaeidn, em-
pledndola en proporeciones que varmaron desde el 28 al 33 %. La
preeipitacién de la enzima né es completa cuando se usan Gon-
centraciones hajas, pero no conviene aumentar la cantidad de
aeetona pues precipitan muchas proteinas no especificas y por lo

. . Fosfatass .
tanto la preparacidn resulta eon un tifule ——————— muy bajo.

Proteina
La mezcla de extracto erudo y acetona, perfectamente homoge-
neizada era dejada durante 12 horas en el refrigerador eléetrico
a 3-b grados para la sedimentacién del precipitado y luego por
decantacién y centrifugacién se recogen la pfoteinas precipitadas.
El residuo de protemas era suspendido en un buffer de bo-
rato sédico (Sorensen ) a pH 9 a 9.1, se centrifuga y se separa el
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extracto mientras que el residuo es tratado con nueva cantidad
de buffer de horato. Los hqmdos obtemdos constltuyen el extrac-
to aeetomeo que posee unl mtenso eolor mairén y produde una
reaeclon ‘de fluorescencla verde oseura.

C)" PURIFICACION DE LA FOSFATASA

Nuestros extractos aceténicos poseen una potencia enzimiiica
méxima de 202 unidades por miligramo de proteina, es decir son
muy ligeramente més ricos en fosfatasa que los productos obte-
nidos hasta la fecha, con ellos deeldlmos iniciar una pumfmacmn
de la enzima.

El color intenso y la ﬂuorescenela de los extractos acetdmicos
nos haelan ereer que eran ricos en productos extrafios tales eo-
o derlvados ﬂavmmos <Y protemas no enfmmatleas Era necesa-
Fio encontrar un agente que ehmma}:a tales substancias sin peI’JlldI—-
car el contenido de fosfatasa. o

En los ensayos prehmmares estudmmos la aecién del meta-
nol que abandonamos pronto por no poder regular bien su aeeidn.
'Postemormente estudiamos la aecién del para ‘dioxi-dietileno (*)
cOo agen_te de purificacién de la fosfatasa habiendo ohservade -
que precipita bien la enzima sm dié,minuir su potencia hidroli- :
zante, Estudlaremos en diferentes cuadros la coneentracién del
p. dioxi- dletlleno la temperatura el pH ¥ el tlempo optlmos para,
Ia aeclon del reaetlvo

Cunadro Ne. 1

Se estudia la acein de diferentes concentraciones de p. di'o-‘
xi-dietileno sobre él ‘extracto acetbnico de la preparaemn Ne. 30,
apHy9yals temperatura de 35 grados

Ext. aceténico Aeceién de 1 wol 11/2 vol 2 vol.
Ne 30. Valor p. dioxi-dietilo dioxana dipxana
fosfatisico durante 1 hora 1 hora 1 hora

TUnid. / mgr Unid. /mg, - Unid. / mgr Unid./mgz. '
150 - 750 ' o 4B4 o457

(4) Usamos el producto 14 dioxana Eastman que purificamos por des-

tilaeién a 102 grados y neutralizacién posterior con sol. N, Na OIL. .
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¥ Resulta que la coneentracién éptima es la de un volumen de
p. dioxidietileno y un volumen de] extracto aceténico. Se obser-
va que al preeipitar con 1 1/2 a 2 volimenes de reactivo, el ex-
traeto purificado presenta un fluorescencia, lo cual no sucede cuan-
do aet@ia selamente un volumen. Inf;erpreta,mos este fendmeno eo-
mo que ¢l p. dioxi-dietileno 2 ‘alta coneentraclon precipita con-
juntamente con las proteinas a los demvados ﬂavn:ucos por otra
parte era dable observar la disminyeidn de la potencia fosfatdsi-
ca de lag preparaciones con esos caracteres organcléptices, plan-
tedndoge la cuestidn de si estos. productos extrafios, actuaban in-
hibiendo la aceién enzimdtica o si el p. dioxi-dietileno a altas do-
sis desnaturalizaba la enzima. Creemos que las dos hipétesis son
exactas, pues slempre que las preparaciones posefan fluoreseencia
intensa, e valor enzimético era relativamente bajo. Para diluei-
dar la segunda hipétesis sometimos exiractos purifieados (sin
fluorescencia), a la accién del p.dioxi-dietileno a conecentraciones
altas y observamos una dismmueién de la actividad fosfatésica.

Cuadro N°. 2

Se estudia la teraperatura ptima para la aceitn del p. leXl—
dietileno sobre el extracto geetdnieo de la preparacién N, 29, 4
pE 9 y durante una hora.

Ext acetdnico Aeccién b ovol, Acerdn 1 vol,

Ne. 28, Valor dioxzana duran- dioxana duran-

fosfatisico en fe 1 hora y a te 1 hora y &

Unid./mgr. temp. 3° & 5° .. temp 25°°
1202 642- ‘ " 300

Resulta que es necesario atemperar la aceidn desnaturalizan- '
te del p.dioxi-dietileno sobre la enzima trabajando a una tempe-
ratura baja; para ello conviene tener todo el matemal bien refri-
gerado ¥ como desgraciadamente careeemos de comodidades para .
efectuar lag centrifugaciones a temperatura. baja, es recomenda-
ble hacer gesiones cortas de no mas de 10 minutos y volver inme-
diatamente el extracto al refrigerador; esta accién de la tempe. .

v
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ratura baja protectora de la aceidn desnaturahzante del p. dioxi-
dietileno .la hemos observado también trabajando con otras enzi-
mas y especialmente con Ia catalasa del higado. (14) .

Cuadro N°. 3

Se estudia el pH. 6ptimo para la aceibn del p. dioxi-dietile-
no sebre el extracto acetdnico de la preparacion N°. 29 tratada
con un volumén de reactivo a la tempe_f*a_tura de 8°-5° y durante
una hors.

Tratamiento TPratamiento Fratamento
a pH 9 a pH 85 apH 8
{buffer de (boratoy (borato)
borato) ’

Unid. /mgr Unid./mgr Unid./mgr.
642 550 495
Cuadro N*. 4

Se estudia el tiempo optlmo para la aceidn del p.dioxi-dieti-
leno sobre el extracto aceténico de la preparacién N°. 30, a la tem-
peratura de 3°-5°, concentracién de un volumen de reactivo y al
pH. de 9. '

Valor enziméatico Accién de Ace1én Ageidn Aceidbn
del extrrcto dioxana durante darante durante
agetdnico 1/2 hors 1 hora 2 horas 3 horas

Umd AIngT. Urid /mgr, Unid./mgr. Unid./mgr. ' Umd./ingr.

C150 T 726 - 750 635 558

Se deduce entonees que después de la primera hora el reae-
tivo ejerce una aecibn destructora sobre la potencia enzimitica
de la preparacién. Posteriormente observamos que era més eon-
veniente reducit atin més el tiempo de acecién de la dioxana.

~ Qoneeidos los principales factores que intervienen en la ac-
cién del p. dioxi-dietileno sobre el extracto aceténieo, decidimos
modificar algo la téenica proeyrando hacer més breve el tiempo
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de contacto del extraecto con la dioxana. Adoptamos finalmente
la siguiente técniea: Kl extracto aceténieo disuelto en un buffer
de borate a pH 9 era fuertemente refrigerado’ vy mezclado con p.
dioxi - dietileno ligeramente enfriado (para evitar la eristahza-
e¢ién) y el todo era mantemdo en el refrlgerador eléetrico a tem-
peratura 3°- 5o darante 10 a 15 minutos. La proteina es preeipi-
tada en ligeros copos blancos; ecentrifugacién en tubos refrigera-
dos previamente en la heladera y durante 5 minutes. El liquido
sobrénadante que poseia un fuerte color oscuro era desechado y
el precipitado ripidamente suspendido en solucién de dioxana
en buffer de borato mezclados a partes iguales y previamente re-
frigerada. Nueva eentrifugac16n v desecho del liquido de lava-
do. His necesaric desembarazar a la preparaecion de todo rastro de
dioxana, para lo cual aconsejamos invertir el tubo de centrifuga
y lavar con un chorro de agua las paredes del tubo, este detalle
es de gran importancia pugs la presencia de reaetivo haria que
se siguiera la desnaturalizacién sin eontrol. El precipitado de pro-
teina es suspendido en buffer de borato y filtrado constituyendo
lo que llamamos extracte purificado.

Con. el auxilio de esta téenieca mejorada, hemos podide au-
mentar notablemente la potencia de las preparaciones Nros. 33,
34 v 35 y creemos firmemente que alin serd posible mejorar los
resultados a,ddptando en el futuro pequefios detalles para regular
la accién de tos reactivos precipitantes y -desnaturalizantes.

D) RESULTADOS DE LAS PREPARACIONES

La mayor parte de nuestrag primeras preparamones fueron
efectuadas con eriterio de investigacion prelminar y hemos te-
nido que cambiar muchos detalles de téenica; por tal motivo de-
sechamos para nuestros resultados tales preparaciones y sclo fun-
damos la experiencia para este trabajo en lés preparades 29; .30,
31, 32, 33, 84 v 35 de los euales solo los Nros. 33, 34 ¥ 35" cons-
tituyen la téemea definitiva.
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Cuadro N°.

RESUMEN DE LAS PREPARACIONES DE FOSFATASA

Prép. . Extracto . Precipitado Purificacién
N, erudo acetdémico final ‘
Unid./mgr. - Unid./mgr. Unid./mgr.
25 34.6 202.4 (31.5 %) 642 (1 hora ecom 1
: : : “ vol, dioxana)

30 ~ 38.5 B0 (28 %) 7126, (idem)

31 31.8 106.9 (33 %) 744 (idem)

32 . 27.3 92.9 (32 %) 765 (idem] :

33 28 170.6 (32 %) 1i81 (1 vol. dioxangy.
: o durante 157 ¥ la.
. ] . vadg) -

34 28 194 (33 %) 1458 (1 wveol dmxa,na

durante 15” y la-
vado 2 veces)

35 205 181.6 (33 %) 1242 (1 wvol, dioxana
‘durante 10” y 1a- -*
vado 2 veces)

Las cifras entre paréntesis en la tercera ecolumna indiean la eoneen:
tracién de acetona usade para la precipifiicién, En ]a cuarta eohumna’ gg
mdwa el metodo usa.do para ia purlflca.emn ’

E) DISCUSION.

Hemos ~deseripto un metodo de purificacién. de 13. fosfa,tasa
renal basado especlalmente en la aeclon del p. dioxi-dietileno so-
bre las. preparaeiones de enmma 00n31deramos que el reaetiyo
tiene una doble aeeitn ;. Ehmma.r las materias 1o protelcas gue Qi
748 Juegen 1111 rol 1nhfb1dor de la aceién enzmética (2) Digrni-
nuir-el eontemdo de protelnas renalés pero no enziméticas. Al ha-
cer aetuar el p. dwx’l dletﬂeno o'btenemos un re51duo de protemas
desnaturahza,das 1nsolubles aun en los buffers de horato; supone-
mos qui 1a desnaturahzaelon recaera tante sobre lag proteinas no
espemfmas cOmo sobre la enginda pero es ]oglco suponer gue lag
primeras de desnatur’ahza,n mas seleetlvamente pues la riqueza de
fosfatasa: por miligramo- de preparado aumentd easi al déemploe.

“Es muy mteresante que el p. d10x1~d1etﬂeno requieré para ae-
tuar la prisencia de proteinas no especificas ‘desnaturalizables.
En ntiestros primeros ensayos, cuando empleibamos el etanol
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65 9% como precipitante de Ia fosfatasa segln la técnica de Al
bers, observamos que el p. dioxi-dietileno precipitaba también esos
extractos alecohdlicos, pero s§in desnaturalizar aparentemente las
proteinas; al disolver el preecipitado en el buffer de borato obser-
vamos que la solucidén era muy buena. pero que el prepa‘rado po-
sefa poea actividad fosfatisica.

A iguales conclusiones Hegamos cuando un extracto purif-
cado ~—que por lo tanto habia sido tratado ya con p. dioxidieti-
leno— volvia a ser preelpltado por la misma coneentracmn de re-
activo o por una muy ligeramente mayor. En ambos easos no ha-
bia nueva desnaturalizacién de protefna, pero la potenma, del pre-
parado disminuia. Por todos estos hechos suponemos -que: las pro-
teinas no especificas al desnaturalizarse rapidamente protégen la
fosfatasa de la aecion del redetivo, cuando faltan tales proteinas
la enzima es destruida.

SUMARIO

Se deseribe un método de purificacién de la beta glicerofos-
fatasa alcalina del rifion. Se extrae de los rifiones de poreino me-
diante una mezela de etancl-tolueno-acetato de etilo. Se preeipita
con acetona y posteriormente se purifiea con p. dioxi-dietileno.
Los exiraetos obtenidos con esta técnica poseen hasta 1458 uni-
dades de fosfatasa por cada miligramo de proteina. Constituyen-
do por lo tanto un producte 10 veces mas purificado que los ac-
tnalmente descriptos en la literatura. '

Este trabajo fyé presentado a, la. Sociedad de BRiologia de
C6rdoba en la sesibn del 13 de junio de 1940.
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