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Adrenocorticotrofina
Contenido de cistina y tirosina

Por . R. MENDIVE — Y. SALUM

Varios son los métodos que se han utilizado en la purificacion de
esta hormona, obteniéndose preparados que poseen otras activida-
des del 16bule anterior de la hip6fisis, especialmente la lactogénica.
Lyons M deseribié un método de obtencién de prolactina en el que
se separa una fracciéon con actividad de adrenocorticotrofina
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de purificacién de esta hormona (Mendive
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Se encontré mas tarde que la actividad mayor estaba en el sobre-
nadante de la fraccion de Lyons, aislande la hormona al cstado
puro dos grupos de investigadores: i, Simpson y Hvans 49 gue
utilizaron hipdfisis ovinas como matervia prima y Sayers White ¥
Long ®7 que emplearon glandulas porcinas.

Aleunas hormounas hipofisarias aisladas de glandulas porcinas,
ovinas y vacunas presentan diferencias de comportamiento fisico,
quimico e inmunolbgico, como ocurre, por ejemplo, con las prolac-
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tinas de origen vacuno y ovino, que si hien tienen un pu
trico y peso molecular igual i no se distinguen desde el punto de
vista inmunolégico, tienen una marcada diferencia en la solublhdad en
medio 4cido y en el contenido de tirosina, lo mismo sucede con las
hormonas Iuteinizantes que poseen diferente punto isoeléetrico, peso
molecular, porcentaje de triptofano y propiedades inmunologicas.

Por ello hemos creido conveniente preparar la adrenocorticotro-
fina partiendo de hipéfisis vacunas para estudiar las propiedades v
compararlas con las de los preparados por Li y colaboradores y Sa-
yers v colaboradores.

Cuando se estaba efectuando este trabajo, llegé a nuestro cono-
cimiento el de Neufeld ® quien preparé la hormona, utilizando glan-
dulas de vacunos, por una técnica que emplea etapas de las de Li ®
vy Sayers (”. Nosotros utilizamos un procedimiento similar al de
Sayers tanto para la medicién de actividad como para la obtencion
de la adrenocorticotrofina. ,

Al mismo tiempo utilizamos la fraceién que precipita a pH 5,4
para preparar, simultdneamente, prolactina.

Presentado en la reunién de comunicaciones del 23 de diciembre de 1947.
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Algunas de las ctapas

pues el comportamiento de la mezcla de proteinas era diferente del
desecripto por Savers y coleboradores.

Se utilizaron solamente los 16bulos anteriores, en lugar de la glan-
dula entera como lo hacen los demAs autores, con el objeto de tener
una menor contaminacién con los principios del lébulo posterior.
Esto permite, por otra parte, la obtencién y utilizacién de los mismos

cuando se los elabora por métodos especiales.

pas del proceso debieron ser alg

PArTE EXPERIMENTAL

MgTopo: 1.800 gr. de 16bulos anteriores de hip6fisis se muelen fi-
namente por maquina de piear carne y se extrae en cuatro veces con
una mezela de siete litros de acetona con 157 ml. de HC1. con (D.
1,19) decantando cada vez el liguido de extraccién de las glandulas.
Se reunen los cuatro extractos v se precipita por agrecado de diez

e 11C) L 21 1ACL0Os 3

litros de acetona a —59.

Se deja una noche a —5° (tanto estas extracciones como las opera-
ciones que siguen se hacen a temperaturas inferiores a 5°). Si no se
indica otra cosa.

El precipitado se centrifuga, lava con acetona y seca (peso 35 gr.).

El polvo obtenido se extrae con agua alcalinizada a pH 9. Son
necesarios 400 ml. en tres extracciones (200, 100 y 100). Se centri-
fuga dando poco residuo y un sobrenadante opalescente. Se obtienen
425 ml. que se vierten sobre cuatro litros de acetona enfriada a —5°,
se decanta, centrifuga, lava con acetona y seca. Bl producto corres-
ponde a la ‘‘prolactina cruda’ de Sayers, peso 20 gr.

Los 20 gr. se disuelven en 200 ml. de agua a pH8 — 8,5. Se cen-
trifuga el insoluble y el residuo se extrae cuatro veces con porciones
de 20ml. a pH 8, hasta que los sobrenadantes queden poco colorea-
dos. Los liguidos reunidos (250 ml) se llevan a pH 6,5 v se dejo
una noche a —1° El precipitado relativamente abundante se cen-
trifuga v el residuo se lava con HC1 O. I. N. a pH 5.4 y se deja una
noche a —1°. El precipitado blanco abundante se centrifuga vy se lava
con 10 ml., de agua y el precipitado se reserva para obtener prolactina.

El sobrenadante (278 ml.) se le afade 22 ml. de sulfato de amonio
saturado (S. A. 8.) y se deja una noche a —5°. Da un precipitado
que se vierte sobre 1.300 ml. de acetona a —5° formandose un preci-
pitado abundante (fraccién M) que luego de una noche a —39 se
decanta, centrifuga, lava con acetona fria v seca. Peso 14 gr.

Los 14 gr. se disuelven en agua pH 7,5 con Na OH. El residuo
insoluble a ese pH se extrae 2 a 3 veces con pequefias cantidades de
agua alcalina a pH 7,5. Volumen total 180 ml., a ellos se les afiade
90 ml, de amoniaco concentrado (25 9%) y se deja a temperatura
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ambiente durante 9 horas. (Este tratamiento se efectud para eliminar
las pequefias cantidades de los principios activos de l6bulo posterior
gque eventualmente pudieran estar presentes ya que dichos lébulos
no fueron extraidos. Sin embargo existia la posibilidad que una pe-
quefiisima parte de los mismos pudieran haber guedado adheridos
a los anteriores por defectos en la diseceién).

Al cabo de las 9 horas se vierte sobre 2400 ml. de acetona enfriada
a -5% Se forma un precipitado blanco, que se ﬂeJa una hora a -5°

S &UJ o i“ TS

Se decanta, eentrifuga y seca.
una opalescencia que por agitacién enérgica da el plecmltado En
el caso que ni ain asi se formara éste, comec nos sucedié una sola
vez, basta la adicion de 1 6 2 ml., de HCI cone. seguide de agitacion,
para que se forme el prempltado).

Este precipitado se disuelve en 150 ml., de agua a pH 7,5 v se
dializa con agua corriente primero v destilada después, cambiandose
esta Gltima al menos tres veces. Se forma, en algunas partidas, una
muy pegueila cantidad de precipitado gue se elimina por centrifu-
cacién.

El sobrenadante de lleva a pH 5,4 primero v si no se preeipita

as op

p‘rnmm‘mc\ se lleva a 1'\T—i ,'_

CLACIOLIER SO ia

nada (como nos oenrrié en todas la
Precipita alli Ia corticotrofina. (Si precipita a pH 5,4 se debe
eliminar este precipitado).

El precipitado de corticotrofina se centrifuga, lava con muy poca
agua helada y seca con acetona en tubo de centrifuga. Constituye
la fraccién A. Al sobrenadante de esta fraccién, se le afiade acetona
hasta una concentracién de 40-50 Y. Se obtiene un nuevo precipita-
do B de gran actividad como adrenocorticotrofina, que se centrifuga,
lava con muy poca agua helada y seca econ acetona.

El rendimiento de A fué variable de una partida a otra: entre
150 y 400 mg. por cada 1.800 gr. de 16bulos.

]]sta variacién se debe al volumen en que se disuelven los preci-
pitados M,N y principalmente en el que se encuentra disuelta la
fracei6n final.

En una operacién en que el volumen final fué muy grande (280
ml. en vez de 120-150) no se obtuvo precipitado alguno y sélo la
adicién de 25 a 30 % de acetona lo produjo.

Dosase pE CORTICOTROFINA

Se empleé el método empleado por Sayers que utiliza ratas machos
normales de 21 dias.

Administrandose dos niveles de hormona (5 y 10 mgs.) a dos lotes
de animales y a un tercer lote, que servia de testigo, se le inyecta
agua.

7. XIF,N? 1
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iones, intraperitoneales, se haclan tres veces diarias
durante tres dias. Se traté de obtener siempre animales del mismo
peso o lo més aproximado posible.

Los pesos de las suprarrenales se refirieron a 100 gr. de animal

v se caleuld el porciento de aumento de peso comparado con el peso

de los testigos.
En el cuadro siguiente se pueden observar los resultados:

|
DOSIS TOTAL ’ Peso ﬁ“pm" ) Aumento |  Peso timo ’ Disminueién
en mg. | rrenal por | A I por }00 o b
i ‘ animal

I 100 g. animal |

0 (Testigos) ......... } 33,7 — 298 —
5 53,3 59,6 125,3 58
10 oo | 60,2 | 786 | 102,3 | 65,5

T.as experiencias se efectuaron con 19 animales en cada lote. Las
cifras obtenidas concuerdan con las dadas por Sayers y col, para
su preparacion de glandulas de oveja y la obtenida de cerdo por

Li y col
en el peso

d
de timo. Esta ch%mmuum va ha 51do notada por otros autores, ¥,
como encontraramos nosotros anteriormente, aun en el caso que la
cantidad de hormona sea tan pequefia que no llegue a producir un
aumento en el peso de las suprarrenales, se obtiene una reduccioén
en el peso del timo. Lia accién de la hormona no es directa sobre
dicha glanduia, sino que se efecttia por intermedio de las suprar
nales. Una disminucion en el peso del timo indica una excitacién de
las adrenales.

Determinacion de cisting y tirosing cn la adrenocorticotrofina:
Se siguié la téenica de Folin y Marenzi 19 con la modificacion de
Tompsett 1V en la determinaemn de cistina.

Debido a la pequefia cantidad de proteina de que disponiamos se
efectuaron ensayos con una proteina de composicion conocida a fin
de adaptar el método y las cantidades de los distintos reactivos a
usar, para 50-100 mg. de sustancia. Lia proteina utilizada fué una
insulina reecristalizada por nosotros.

Se siguieron ademéds, las recomendaciones que hacen Block y
Bolling (12,

Para efectuar lag lecturas en el fotémetro de Pulfrich, se utilizé
el filtro S 53. Se hicieron tres hidrolisis 4cidas (sulfirico 6 N) a
130°-135° durante 6-8 horas. El valor promedio fué de 6.43 % de
cistinag (6,11-6,20-6,98).

En la determinacién de tirosina se empleé el método de Folin ¥
Marenzi *® hidrolisis alealina a 115°-125° (durante 18-20 horas).
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Aqui también se utilizé el filtro S. 53 en lugar del S. 50 como se
indica, porque permite efectunar mejor las lecturas. En dos hidro-
lisis efectuadas se obtuvo 1,45 % y 1,46 % de tirosina.

Ii ® ha encontrado 7,19 % de cistina en su preparaciéon de adre-
nocorticotrofina de oveja, valor superior al hallado por nosotros.

RESUMEN

i

Se ha obtenido, a partir de glindulas d

proteina de gran actividad, corticotropa.

Lia actividad, comparada con un método utilizado por otros auto-
res, es equiparable a la obtenida por ellos para la hormona pura
preparada con glandulas de animales ovinos y porcinos.

Se determind la cantidad de cistina y tirosina en la hormona
adrenocorticotropa obteniéndose los valores siguientes: 6,43 % ¥y
1,45 9% respectivamente.

El rendimiento obtenido es mayor que el que se obtiene de glén-
dulas ovinas y mucho menor del de glandulas porcinas.
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