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RESUMEN

Las preparaciones purificadas de arginasa, obtenidas de higado y de eri-
trocitos humanos, contienen dos proteinas con actividad argindsica que se se-
paran por electroforesis en agar a pH 8,0 y 8,6. Uno de estos componentes en-
zimaticos (S) migra escasamente hacia el cdtodo e incluye un 5 a 10% de la
actividad arginasica total de las preparaciones. El segundo componente (F') se
desplaza rapidamente hacia el catodo y posee el 90 -95% de la actividad argi-
nasica. La velocidad de migracion del componente F en las preparaciones eri-
trociticas es mayor que la del componente F hepatico.

Calculando las movilidades electroforéticas a diferentes pH de los com-
ponenties ¥ en ambas preparaciones, se determind el punto en que la carga
eléctrica neta de la molécula es nula. El punto neutro encontrado es pH 7,1
para el componente hepatico y pH 5,5 para el componente eritrocitico.

El desplazamiento hacia el catodo decrece a medida que disminuye el pH,
lo que no concuerda con la variacion predecible de las cargas provenientes de
ia disociacién de los grupos ionizables de la estructura polipeptidica, pero pue-
de explicarse por la presencia de cargas adicionales correspondientes al Mn++
ligado a la enzima que se va disociando a medida que el pH desciende. De este
modo, el punto de neutralidad estaria determinado por las cargas de los grupos
disociables libres de los aminodcidos y por cargas variables agregadas a la

molécula de la enzima, y su significado es distinto al del punto isoeléctrico de
la proteina.

INTRODUCCION la sangre de algunos mamiferos (1). En la

especie humana, la razén entre las con-

La arginasa —(L-arginina-urea hidro- centraciones de arginasa existentes en el

lasa, E.C.3.5.3.1) — enzima que cierra e higado y en los eritrocitos fluctia en

inicia el ciclo de la ureogénesis a través torno de 60:1. Las enzimas purificadas a

de los productos de su actividad y que de Partir de higado y de eritrocitos humanos,

este modo regula la transformacion del Poseen propiedades cinéticas e inmunol6-

amoniaco en urea— se encuentra en e] 8icas similares (2, 3). La inmunoelectro-

higado de los animales ureotélicos y en foresis (4 )y la cromatografia en celulo-

sas sustituidas (5) revelan que en las pre-

_ o paraciones purificadas de una y de otra
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TaBra I

Actividad, proteinas y manganeso en 1 mg de las preparaciones parcialmente purificadas de
arginasa hepdtica y eritrocitica humanas

Actividad
Preparacién Actividad Proteinas Manganeso especifica
U mg mg U/mg proteina
1. Hepética 104,40 0,412 0,046 252
2. Eritrocitica 4,02 0,676 0,057 8,4

provistos de distintos amortiguadores, ha
permitido en cada una reconocer las pro-
teinas que contienen, distinguir dos com-
ponentes que hidrolizan la arginina y de-
finir algunas de sus propiedades fisico-
guimicas.

El1 método electroforético proporciona,
ademas, una informacién aprovechable
para elaborar una técnica de purificaciéon
mas avanzada de la enzima.

MATERIAL Y METODOS

Preparaciones enzimdticas

Tomando como base el procedimiento de
Roholt y Bagot que fracciona las proteinas
por accién del calor, de la acetona y del
sulfato de amonio en presencia de Mn2+ (6),
se han obtenido preparaciones parcialmente
purificadas de arginasa, a partir de homoge-
nizados de higado y de lisados de eritrocitos
humanos, cuyas actividades son respectiva-
mente 80 y 400 veces mayores que las de los
tejidos originales.

La actividad enzimAatica y algunos datos
sobre la composicién de los productos usados
en este trabajo aparecen en la Tabla I. La
determinacion del manganeso se realizé por
el procedimiento de Ballentine y Burford (7).

Procedimiento electroforético

Se disolvieron 10 mg de arginasa hepéatica
6 50 mg de arginasa eritrocitica en 1 ml de
agua bidestilada. 5 microlitros de cada una
de estas soluciones se colocaron en el centro
de portaobjetos cubiertos con agar al 1% que
se prepara disolviéndolo en las mismas solu-
ciones amortiguadoras empleadas como me-
dio conductor.

La electroforesis se realiz6 con el aparato
LKB a la temperatura ambiente, pasando
una corriente de 4 a 7 miliamperios con una
diferencia de potencial de 230 wvoltios, du-
rante una hora. La caida de voltaje en las
laminas fue de 3,5 a 4 voltios por cm.

Se emplearon soluciones amortiguadoras de
tris-maleato 0,05 M entre pH 8,6 yv 5,4, v de
acetato 0,05 M entre pH 5,2 y 3,6. Todas las
soluciones amortiguadoras contenian, ademas,
Mn2+ 0,0001 M,

Al término de la electroforesis las lami-
nas se dividieron en dos grupos iguales. a)
Uno de ellos se corté en 26 secciones trans-

versales de 3 mm. Cada secciéon se homoge-
nizé en 0,5 ml NaCl 0,15 M y se midié la
actividad arginasica después de activar la
enzima con sulfato de manganeso 0,0026 M,
segin el método anteriormente descrito (8).
Las proteinas se determinaron por el método
de Lowry et al. (9); b) El segundo grupo
de ldminas se tifio con amido schwarz (negro
de naftaleno) segin el procedimiento de
Uriel (10).

Con estos datos se pudieron deducir las
movilidades electroforéticas de las fracciones
arginédsicas de migracién rapida gue consti-
tuyen la masa principal de la enzima en am-
bas preparaciones. Considerando el limitado
poder resolutivo de la técnica electroforética
empleada, las posibles interacciones entre las
diversas proteinas y los fenomenos electro-
cinéticos propios del agar, las cifras obtenidas
ne tienen un caracter riguroso y representan
mas bien un orden de magnitud.

La migracién real de la enzima se obtuvo
restando a la migracién observada el des-
plazamiento por flujo electroendosmético,
que se determiné midiendo las migraciones
en agar de dos proteinas cuyas movilidades
en electroforesis libre son conocidas: la se-
roalblimina bovina y la ribonucleasa cristali-
na (11).

RESULTADOS

1.—Distribucion de la arginasa hepdtica
L.os perfiles de distribucién de la acti-
vidad arginasica de las preparaciones he-
paticas en los segmentos de la lamina de
agar después de electroforesis a diversos
pH, se exponen en la Fig. 1. E1 90 a 959
de la actividad enzimatica se concentra
en una proteina (F) que migra rapida-
mente hacia el catodo a pH 8,6 y 8,0. El
5 a 10% restante corresponde a una pro-
teina {S) que permanece proéxima al ori-
gen o migra lentamente en la misma di-
reccién y que so6lo se individualiza a pH
86 v 80. Si el pH al cual se efecthia
la electroforesis es mas bajo, el movi-
miento de las proteinas se retarda y am-
bas tienden a fundirse en una sola masa.
La proteina de mayor actividad enzi-
matica (F) se desplaza hacia el polo ne-
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Fig. 1. Distribucion de da actividad argindsica en una
preparacién parcialmente purificada a partir de higa-
do humano, después de migracion electroforética en
gel de agar, en medios de diferente pH. El circulo
blanco de las curvas indica la seccidén en que la activi-
dad especifica es mas alta. Las flechas sefialan el punto
de partida.

gativo con una velocidad de 15 mm/hora
a pH 86 y 80. A pH 7,5, su desplaza-
miento se reduce a 3 mm/hora y no se
modifica hasta pH 54 en tris-maleato.
Por debajo de este pH, en amortiguador
de acetato, la enzima se inactiva y per-
manece inmoévil en el punto de partida.

2.—Distribucion de la erginasa eritrocitica

Los perfiles de distribucidén de la acti-
vidad arginasica de las preparaciones eri-
trociticas en los segmentos de agar, des-
pués de electroforesis a diversos pH, se
exponen en la Fig. 2. La zona que presenta
la mas alta actividad arginasica del eri-
trocito, al igual que en las preparaciones
de higado, corresponde a una proteina
(F) que migra hacia el catodo con una
velocidad de 18 mm/hora a pH 8,6 y de
15 mm/hora a pH 8,0. A pH 7,5 su des-
plazamiento disminuye a 9 mm, persis-
tiendo en esta posicién hasta pH 6,4. A
pH 5,4 y 5,2 la distancia de migracién se

}_ -
H 8,6 54
500{p L
o P—#—f—?—ﬂ*zh Le-
1000+ -
80 EX
& 500} -
(53
5 L L
QL
&2 ot H—?—?év)l'r’Y—?—?‘?-ﬁ‘
2
38 7,5 f46
S 1000} +
e
< r -
2 500+ L
[o}
B L L
g ot M
2
S SOOPO [36
Ote — IS G 20 0 it o gn S 0 o0 S
1) I 5 20
6,4
500’[
|
ot o
10 20

Fig. 2. Distribucidén de la actividad arginisica en una
preparacién parcialmente purificada a partir de eritro-
citos humanos, después de migracién electroforética en
ge! de agar, en medios de diferente pH. El circulo
blanco de las curvas indica la seccidn en que la acti-
vidad especifica es més alta. Las flechas scfialan el
punto de partida.

-«

reduce a 3 mm. Por debajo de pH 5,2,
la enzima se inactiva y permanece inmo-
vil en el punto de partida. Una segunda
zona proxima al origen corresponde a una
proteina (S) con escasa actividad argi-
nasica.

Comparando el desplazamiento de los
componentes rapidos en ambas prepara-
ciones. es evidente que la movilidad elec-
troforética del componente F eritrocitico
es mayor que la del componente F hevna-
tico, pues el primero migra a mayor dis-
tancia entre pH 8,6 y 5,4 denotando po-
seer, en consecuencia, una carga positiva
mas elevada.

3.—Uhicacién de las enzimas en las imd-
genes electroforéticas

Para apreciar la composicién proteica
de ambas preparaciones, se examinaron
las lAminas en que las proteinas fueron
fijades y tenidas, después de ser someti-
das al mismo procedimiento electroforé-
tico.

Como muestran las imagenes electro-
foréticas (Fig. 3) 1a mejor dispersion de
las proteinas y separacion de la arginasa
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Fig. 3. Imagen electroforética de preparaciones de
arginasa purificada de higado (izquierda) y de eritro-
citos humanos (derecha), tefiidas con amido schwarz.
después de migracidon electroforética a diferentes pH.
Las flechas senalan el punto de partida.

tiene lugar a pH 8,6. A pH 8,0 e inferio-
res, la movilidad de las diversas protei-
nas tiende a disminuir y se van agru-
pando hasta constituir una masa comun
en el punto de partida. En las prepara-
ciones hepaticas, a pH 8,6, la porcion
principal de la arginasa se desplaza co-
mo una proteina individual y homogénea
cuya actividad especifica es el doble de
la existente en el producto original. En
las preparaciones eritrociticas, la activi-
dad arginasica mas importante se localiza
en una zona no visible de las imagenes
electroforéticas, alcanzando una actividad

especifica 7-10 veces superior a la de la
preparacioén inicial.

4 —Movilidad electroforética de los com-
ponentes rdpidos

La migracion directamente observada
en la electroforesis de zona no indica la
movilidad verdadera de la proteina, ya
que la migracion aparente es resultado
del juego de dos fuerzas antagonicas prin-
cipales: la carga eléctrica de los grupos
disociables de la molécula y de la capa
iénica que la rodea, que dependen del pH,
naturaleza y fuerza ibénica del amortigua-
dor; v la corriente electroendosmética
de la solucién amortiguadora que fluye
hacia el catodo, originada en la carga ne-
gativa de la fase estacionaria, en este
caso el gel de agar. Otros factores que
influyen sobre la velocidad de migracién
son la forma y tamafic de la molécula
proteica y la estructura del gel cuya red
capilar tortuosa opera como un cedazo.

Una determinaciéon aproximada de la
movilidad electroforética en nuestros ex-
perimentos requiere el empleo de protei-
nas de referencia, cuyas movilidades son
conocidas, para calcular el desplazamien-
to electroendosmoético y sustraerlo de la
migraciéon observada. De este modo, la
movilidad verdadera de los componentes
F hepatico y eritrociticos se determind
aplicando un procedimiento similar al
descrito por Raacke y Li (11) en el es-
tudio de la a-corticotropina.

Los valores de la corriente electroen-
dosmética en cuatro diferentes magnitu-
des de pH se dedujeron de los desplaza-
mientos de la sercalbimina y de la ribo-
nucleasa cristalina y sirvieron para corre-
gir las distancias de migracién observada
(Tabla II),

TaBLa II

Migraciones observadas y corregidas de los componentes F en preparaciones purificadas
de arginasa (mm en una hora)

Componente hepatico Componente eritrocitico Flujo

pH electro-

Migracion Migracion Migracion Migraciéon osmoébtico

observada corregida observada corregida
5,4 3 — 2 —0,80 2,80
6,4 3 —2,13 9 3,87 5,13
7,0 3 —1,15 9 4,85 4,15
8,0 15 5,80 15 5,80 9,20
8,6 15 — 18 — —_—
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Fig. 4. Variaciones de la movilidad electroforética del
ccmponente de migracién tipida a diferentes pH en
preparaciones de arginasa purificada de higado (H)
y de eritrocitos (E).

Con estos datos, se calcularon las mo-
vilidades electroforéticas de los compo-
nentes rapidos (Tabla III, Fig. 4), cuya se-
guridad esta sujeta a las restricciones ya
mencionadas. L.as movilidades verdaderas
del componente F hepatico caen rapida-
mente entre pH 8,0 y 7,0, invirtiéndose la
direccidén del desplazamiento. El compo-
nente F eritrocitico, en cambio, mantie-
ne su carga positiva hasta pH 6,4, hacién-
dose negativa a pH 5,4. Estas variaciones
en la magnitud y sentido de las movili-
dades electroforéticas, no admiten una
explicacion adecuada dentro de los con-
ceptos que radican la carga de las protei-
nas en los grupos ionizables de sus resi-
duos aminoacidicos.

Con esta informacion se determiné el
valor de pH en que la proteina estd des-
provista de carga neta y es nula su mi-
gracion. Este punto neutro, distinto del
clasico punto isoeléctrico de las estructu-
ras polipeptidicas es pH 7,1 para el com-
ponente F de la arginasa hepatica, y pH
5,5 para el componente F de la arginasa
eritrocitica.

DISCUSION

Las preparaciones de arginasa purifica-
da de higado y de eritrocitos humanos
son heterogéneas tanto en su composicion
proteica como enzimatica, pues estan cons-
tituidas por proteinas inactivas y por dos
proteinas enzimaticas que se separan a
pH 8,0 y 8,6 en electroforesis en gel de
agar y en inmunoelectroforesis.

El componente S migra muy lentamen-
te hacia el polo negativo. El componente

TaBra III

Movwilidades electroforéticas en agar de los
componentes F en preparaciones purificadas
de arginasa (U x 105, ecm2/volt/seg).

pH Componente Componente
hepético eritrocitico

54 — —0,6

6,4 —1,6 2,9

7,0 —0,9 3,6

8,0 43 45

F migra rapidamente hacia el polo ne-
gativo a pH 8,0 y 8,6. La velocidad de
migracion del componente F eritrocitico
es suverior a la del componente F hepa-
tico. A pH mas bajos la migracién cato-
dica de los componentes F disminuye, lo
nue indica una disminucién de la carga
nositiva de la molécula. Esta variacion
devendiente del pH no concuerda con la
aue podria esperarse si el origen de la
carga de la molécula proviniera exclusi-
vamente de los grupos ionizables de la
cadena volipeptidica. En efecto, si la pro-
teina se encuentra por encima de su pun-
to isoeléctrico, la carga neta de la molé-
cula sera negativa y migrar4d hacia el
anodo. Si la proteina se encuentra, en
cambio, por debajo de su punto isoeléc-
trico. tendra carga positiva y migrara ha-
cia el catodo, pero este carga v la movili-
dad aumentaran —y en ningin caso dis-
minuiran— cuando el pH de sus solucio-
nes baja.

La explicacién més plausible de esta
ronducta anémala de los compuestos F en
la electroforesis de zona es que gran par-
te de la carga positiva de la arginasa se
origina en los iones Mn?+ fijados por en-
laces coordinativos a la superficie de la
enzima. La pérdida gradual de la carga
positiva a medida que desciende el pH,
no puede atribuirse al predominio de gru-
nos con alto pK en la molécula, pues en
tal caso el punto isoeléctrico de la argi-
nasa deberia ser superior a 8.6 y la carga
vositiva de la molécula iria, contraria-
mente a lo observado, aumentando con el
descenso del pH, va que los grupos ne-
gativos tienden a reasociarse.

TLa disminucién de la carga positiva de
la arginasa cuando aumenta la concentra-
cion de iones hidrégeno obedeceria, en-
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tonces, a la disociacion gradual del Mn2+
combinado, que restablece la preeminen-
cia de los grupos anidnicos compensados
o bloqueados por el metal en medio al-
calino.

La asociacién o disociacion reversible
del cation: Mn%* a la enzima es un fac-
tor determinante de la carga positiva de
la molécula. El punto neutro en que la
movilidad de la arginasa es cero, encon-
trado en nuestros experimentos, deberia
llamarse, empleando un lenguaje conser-
vador, punto isoeléctrico aparente, ya que
su significacion no es la misma que la
del punto isoeléctrico clasico, determina-
do por la asociacién o disociacién del H+
con grupos &cidos o basicos de la proteina
y por la fuerza idnica del medio.

La mayor o menor proporcién de Mn2+
ligado a la molécula modifica la carga y
Ia movilidad de la enzima y explicaria la
disparidad en los valores del punto iso-
eléctrico de la arginasa, que van desde
pH 4,05 a pH 6,6, dados por diversos au-
tores (12, 13, 14).

La arginasa es, de este modo, una me-
taloproteina caracterizada por un amplio
intervalo de separacion en la escala de
pH entre el punto isoeléctrico “polipep-
tidico” y el punto de neutralizacion eléc-
trica determinado por una compensaciéon
de cargas que incluyen no soélo las prove-
nientes de los aminoacidos sino también
las que son inherentes al metal asociado.

Un reconocimiento incipiente de esta
diferencia aparece ya contenida en la dis-
tineién que comunmente se hace entre el
punto isoiénico y el punto isoeléctrico de
una proteina.

El punto de neutralizacién de cargas del
ccmpuesto Foeritrocitico es 5,5 v el del
componente F hepatico 7,1, lo que indica
que el primero retiene tenazmente el
Mn?+ formando una combinacién mas es-
table frente a los incrementos de la con-
centracion hidrénica.

Es un hecho bien establecido que la
presencia de Mn?+ es esencial para la
actividad y estabilidad de la enzima, sien-
do éstas proporcionales, dentro de ciertos
limites, a la cantidad de Mn2+ fijado. Por
otra parte, el metal unido a la proteina
es facilmente disociable y puede ser eli-
minado por didlisis. Es posible que, ade-
mas de la fraccion de Mn?* ligado a la
proteina y que forma parte del sitio ac-
tivo o del mecanismo catalitico, exista
también una fraccion mas variable que se

combina a la enzima sin afectar directa-
mente su actividad, uniéndose por elec-
trovalencia con grupos idnicos distantes
del sitio activo, los que al disociarse en
medio acido reducen la carga positiva de
la molécula sin modificar apreciablemen-
te su actividad enzimatica. En cierto ni-
vel critico de pH, que no esta determi-
nado, y que dependeria de la concentra-
cion de Mn?+, la fraccion de metal unido
al centro catalitico de la enzima también
se disociaria, produciéndose la inactiva-
cion de la enzima, de caracter reversible.
Finalmente, la existencia de dos com-
ponentes (S y F) con actividad argina-
sica, tanto en la preparacion hepatica co-
mo en la eritrocitica, el gran desnivel de
sus actividades especificas, y sus diferen-
cias inmunoquimicas, electroforéticas y
cromatograficas, suscitan el problema de
determinar si ambos componentes son
formas moleculares distintas o isozimas,
0 si una de ellas constituye subunidad o
polimero de una estructura fundamental
que se disgrega o asocia a nivel de la or-
ganizacién cuaternaria de la molécula.

SUMMARY

Partially purified arginase preparations
frem human liver and erythrocytes (Ta-
ble I) appear heterogenous in agar gel
electrophoresis. They are constituted by
inactive proteins and by two enzyme pro-
teins discerned at pH 8.0 and 8.6, that
can be situated by the arginase activity
found in sections of the agar slides.

One of these components (S) contain-
ing only 5 to 10 percent of the arginase
activity in both preparations remains
near the starting well and migrates slowly
to the cathode. The second component (F)
enclosing 90 to 95 percent of the arginase
activity in both preparations moves fastly
to the cathcde at pH 8.0 and 8.6. The mi-
gration rate of the erythrocytes F com-
ponent (Fig. 2) is higher than the mi-
gration rate of the liver F component
(Fig. 1).

In the electrophoretic images of liver
preparations, the F protein is located in
a separate zone distant of other proteins
(Fig. 3, left). In erythrocyte preparations
the low concentration of its F protein
does not give a visible spot (Fig. 3, right),
but its position is made clear when the
arginase activity of the agar plates is
measured.
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The electrophoretic mobilities of F
components in both enzyme preparations
can be calculated by recording the ob-
served migration and substracting the
shift produced by electroendosmotic flux
(Table II).

From the electrophoretic mobilities at
different pH, the point where the anionic
and cationic charges in the molecule com-
pensate can be determined. This neutral
point is pH 7.1 for the liver component
and pH 5.5 for the erythrocyte compo-
nent (Fig. 4 and Table IIT).

The electrophoretic behavior of these
proteins at different pH, particularly the
decrease of the cathodic migration when
the hydronium concentration increases,
may be explained by the action of heavy
additional charges furnished by Mn2+
cations to the enzyme molecule, that
would de gradually drawn away as pH is
going down.

The number of complexed ions affect
the electrophoretic mobility and the elec-
tric neutral point of the metalloprotein.
This neutral point where inherent and
acquired charges equilibrate does not
correspond in this case to the usually de-
fined isoionic and isoelectric points of the
protein which are essentially determined
by the dissociation of ionizable groups in
the amino acid residues.
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