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Estudio sobre la preparacién y propiedades
de la hormona corticotropa de! lébulo
anterior de hipodfisis

Por JORGE R. MENDIVE

La hormona corticotropa o corticotropina fué encontrada por vez
primera por Collip (°) y por Collip, Anderson y Thomson (*) al
preparar hormona de crecimiento. Algunas fracciones tenian acti-
vidad tirotropa y adrenotropa gque no siempre presentaban un
valor paralelo, de donde concluyeron que se trataba de dos factores
distintos.

Lyons (1*) describié un método de praparacién de prolactina a
partir de hipéfisis de oveja, en el cual separé una fraccién proteica
de gran actividad corticotropa, como etapa previa a la obtencién de
la primera. Esa fraccion fué ensayada por Moon (*3) quien encon-
tré que mo posela aceidn sobre crecimiento, tiroides, o las gonades
vy s6lo débil accidén como prolactina. El método Liyons consiste en
extraccién con acetona 80 % en medio acido, seguido de un fraccio-
namiento con acetona y tratamiento con amoniaco. El producto asi
obtenido se disuelve a pH 9-10 y trata con 4cido clorhidrico que pre-
cipita la hormona corticotropa.
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Bates y Riddle (*) obtienen una mezcla de hormonas de hipdfisis
entre las que se encuentra la corticotropa pero no prolactina, y los

mismos autores cmuuntamenue con Mlller( ) deseuben la separa

fD\
S
o9
S
o
[}
w2
@
2
=.
het
=
"CJ'
=
el
@,
\D—‘
w2

a 65° en medio alcalino (pH 9 y eliminacion de las substancias
que precipitan a pH 6. El sobrenaaante da un nuevo precipitado por
anadide de 2 velimenes de aleohol y consiste en una mezela de las

cido,

;L\

hormonas lactogénica y corticotropa. Por dlsoluuon en medio
(pH 3,5), segwida de didlisis, se obtiene un precipitado que posee
mayor concentracién en corticotropina y que casi no contiene lus

o Tl

otras hormonas tire tropa, pr ul(},C
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Iice, Hisaw y Cohn (%) intentan efectuar una separacién de hormo-
nas de hip6fisis utilizando s6lo iones amonio y sulfato en su frac-
crcnamiento, el que consiste en extraceion acuosa en medio alealino
a pH 8 (amoniaco) y al liquido de extraccién se lo lleva a pH 5,4
con acido sulfurico precipitando asi una fraccién proteica que con-
tiene corticotropa y prolactina.

DBonsnes y White (*) fraccionan extractos alealinos (pH 7,4-7,8)
(hidrato de sodie) y salinos (eloruro de sodio 2 %) de hipdfisis a
diferentes pH y por adicion de disolventes organicos (acetona). En-
cuentran gue la fraceién que prepicita a pH 6,4 es la que contiene
mayor actividad comoe corticotropina, pero su pureza no es mayor
que la del extracto bruto de donde parten, posevendo ademdis, ac-
cion diabetogénica y de prolactina.

Collip (*) para separarla de las otras hormonas deseribe la pro-
paracién de extractos de corticotropina valiéndose de su termoesta-
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bilidad en medio aci

as h}peflsm, deshidratadas con alcohol, se
/.
O

extraen con Aacido acétieo 0,25 Y los extractos concentrados se
les agrega acido clorhidrico hasta 0,25 %, se calientan en baio maria
durante 12 horas y luego se someten a una didlisis corta. Hsa misma
propiedad se utiliza en un método patentado por la casa Organon (*°)
cuya preparacion estd basada en una extraceién a alta temperatura
con el fin de destruir las hormonas termolabiles a pH 6-6,6. ¥l
extracto es purificado por adsorcién de la hormona sobre carbdn
activo v ejucibén posterior con agua.

Jensen y Grattan (°) preparan corticotropa siguiendo el mé-
todo de Lyons y seguin dichos autores, estas preparaciones poseen
efecto glicotréfico. Ademas en una preparacién de hormona tiro-
tropa, separan ésta de la corticotropa aprovechando la insolubili-
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dad de la ¢ltima en medio acuoso a pH 6,5 y con sulfato de amonio
a 0,2 de saturacién.

preparados corticotropos.

El método de Collip (®) consiste en inyectar el extracto a ratas
hipofisoprivas, a las cuales un mes después de la operacién se les
extirpa una suprarrenal que se pesa y fija, sirviendo como control.
Las invecciones se hacen durante seis dias dos veces diarias, Al
cabo de dicho tiempo se extrae la otra suprarrenal, se pesa y se
examina histolégicamente. Se considera como utna nnidad la canti-
dad de sustancia que produce un aumento de 50 % en el peso de la
glindula, ademds de la prueba histoldgica de reparacién de la corteza.

Moon utili
el extracto durante tres dias consecutivos, dejando un lote de ratas
como testigo. Segtn este método, una unidad es la cantidad de sus-
tancia capaz de producir un aumento de 50 % en el peso de las

ratas normales de 21 dlas a las cuales se les inyecta
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suprarrenales comparadas con el testigo. En la preparacion deserip-
ta por dicho autor alrededor de 20 mg corresponden a una wnidad.

Cuapro 1
1 2 3 4 5
mg (1 Unidad Peso supra-

Unidades = 20 mg) rrenal % Peso timo
0,05 1 3.7 54 10,5
0,1 2 4 66 9,5
0,15 3 43 78 5,1
0,25 5 44 83 53
0,50 10 6,1 154 25

_ _ 2,4 — 20,9

Posteriormente el mismo autor (**) utiliza ratas normales de 4
dias, inyectando el extracto en tres dias consecutivos y sacrificando
los animales 24 horas después de la Gltima inyeccidn extrayendo y
pesando las suprarrenales. La cantidad de sustancia necesaria para
provocar aumento en el peso de las glindulas es muy inferior a la
gue se debe emplear con ratas de 21 dias como puede verse en el
cuadro I, tomado de dicho autor y completado con la columna 2
en la que se caleula el peso haciendo una unidad igual a 20 mg (se-
gfin Moon) y la 4 en que se dan los porcientos de los aumentos.
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En el método empleado por Bates, Riddle y Miller (3) se utilizan
pollos de 2 dias a los que se les inyecta el producto durante cinco
diag consecutivos, tres veces diarias, tomando como unidad la can-
tidad que produce un aumento de 25 % sobre el peso de las supra-
rrenales testigos (o la mitad de esta cantidad si se hace una sola
inyeceién diaria).

El método de dosaje utilizado como control de pureza de las frac-
clones obtenidas fué el de Moon (**) por ser el que requiere menor
cantidad de sustancia para el ensayo y por utilizar animales que no
necesitan ser hipofisectomizados.

Nos hemos interesado en la purificacién de esta hormona con el
fin de poder realizar sobre ella estudios quimicos.

Hemos partide del producto preparado por Lyons (*2) porque al
parecer, presenta la mayor pureza de los obtenidos.

Hemos sometido dicho producto a un fraccionamiento con sales y
precipitacién en diversos pH. También hemos tratado de fraccio-
narlo utilizando solventes organicos y mediante precipitacién con
sales de metales pesados.

Ademéas se empled un método de adsorcién en un gel de altmina

seguido de elucién.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de la corticotroping. — 1 kg de 16bulos anteriores de
hipéfisis de bovino, luego de molerse finamente en la maquina de
picar carne, se extrae cuatro veces con acetona que contiene 25
ml de acido clorhidrico concentrado por litro y empleando un litro
cada vez. Lia extraccidn se realiza agitando continuamente y sepa-
rando el lquido del resto de las hipéfisis por medio de una gasa. Sz
reunen los liquidos de extraccién y se filtran por papel de filtro
comtn, obteniéndose un liquido de color rojizo, oscuro perc lim-
pido. Se le afiaden 5 litros de acetona, se agita enérgicamente y se
deja reposar una noche a 0°-2°C.

Se decanta el sobrenadante y el precipitado es centrifugado y lue-
go disuelto en 200 ml de acetona al 50 %. Se centrifuga y al sobre-
nadante se lo precipita con 800 ml de acetona. El precipitado asi
obtenido sc disuelve en 200 ml de agua y se aflade con agitaciéon
100 ml de amoniaco 28-30 %, dejdndose la mezcla en reposo duran-
te 3-4 horas, a la temperatura ambiente. Se afiade entonces 600 ml
de acetona y el precipitado se centrifuga.

E1 sobrenadante se coloca en un matraz de 2 litros, se anade un
volumen de acetona (900 ml) y con agitacién enérgica, 10 ml de
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dcido clorhidrico concentrado. Se deja una noche a 0-2° y se de-
canta el sobrenadante. El precipitado, centrifugado se seca a vacio
con el fin de eliminar el amoniaco y la acetona.

Es un polvo blanco que pesa entre 2 y 3,5 g, formado por una
mezela de corticotropina y prolactina.

Para la separacién de las hormonas se disuelve el polvo obtenido
en agua (concentracién 1-1,5 %) alcalinizando con hidrato de so-
dio N/1. Por adicién de acido clorhidrico N/1 gota a gota se lleva
el pH a 6,6 donde precipita la fraccién corticotropa. Se deja una
noche a 0-2°, se centrifuga y el precipitacdo se seca con acetona. Se
obtiene un polvo blanco que pesa de 1 a 1,5 g.

El sobrenadante se lava a pH 5,4 por afiadido de HCl N/1 gota
a gota. Il precipitado se deja una noche a 0-2°, se centrifuga y seca
como el anterior. Esta fraccién es la prolactina que se presenta comn
1n polve hlanco v su peso oscila entre 0,7 ¢ v 1,5 2.

PR ldl

Cuapro 11
Ne animales Dosis mg Pesos % Time mg
suprarrenal mg
7 Test- 1,8 — 28,7
7 9 4,85 169 12,6
5 Test- 1,9 — 26,8
5 9 5,2 173 11,7
5 45 3,75 97,4 10,3

El preparado (S 1) asi obtenido se tituld primero con el método
sefialado obteniéndose los valores indicados en el cuadro II. Como
plicde apreciarse el aumento de peso de las suprarrenales es seme-
jante al obtenido por Moon con cantidades iguales.

Para 9 mg se obtiene un aumento de 170 % comparable al de
154 % que obtiene dicho autor con alrededor de 10 mg. Inyectando
4,5 mg se obtiene 97 % de aumento contra 83 % que obtiene Moon.
A preparados obtenidos por este método y con una actividad similar
le llamaremos en el curso de este trabajo producto erudo.

ENSAYOS DE PURIFICACION POR MEDIO DE ALCOHOL, CLOROFORMO
Y SALES DE PLOMO

Este producto se traté con alecohol y cloroformo con objeto de
eliminar proteinas que sufren desnaturalizacién con dicho trata-
miento. Es un método que ha sido utilizado en la purificacién de
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enzimas (catalasa, anhidrasa carbdnica), y metal proteinas como la

hemocupreina.

Empleo de sales de metales pesados. — Bates v Riddle (1) han
empleado sales de cobre en el fraccionamiento de hormonas de hipé-
fisis, logrando una relativa separacién de ellas. Las sales de plomo
ge han utilizado también con enzimas, para eliminar proteinas inac-
tivas que dan compuestos insolubles o para precipitar las proteinas
activas. Nosotros hemos empleado solamente sales de plomo en nues-
tras experiencias.

Tratameento con aleohol y cloroformo. — 500 mg de hormona se
disuelven en 10 ml de agua con ayuda de hidrato de sodio y se dia-
liza 24 horas. Volumen 23 ml pH 8. Solucién opalescente pero sin
precipitado.

A 125 ml de dicha solucién se le aflade 27,5 ml de agua y se
enfria a 0-2° se le agrega 2,25 ml de aleohol absoluto {(previamen-
te enfriado a 0-2°) y luego de agitar enérgicamente se adicionan
7 ml de cloroformo también a 2°. Se agita nuevamente y se deja
una noche a §-2°. Se centrifuga. La solucién se divide en 2 partes
iguales, Una se dializa 24 horas (pH 6,8) se precipita con acetona
y seca. Peso = 100 mg. (Producto 1).

Tratemiento con soles de plomo. — A la otra mitad de la solu-
¢ién se la trata con solucién saturada de acetato de plomo (0,2 ml)
que da un pequeiio precipitado que se desecha. A la solucién se le
afiade fosfato bisédico obteniéndose por centrifugaeién una solu-
cién limpida e incolora (pH 7,9) que después de dializar se preci-
pita y seca con acetona (Producto 2. Peso 9 mg) y un precipitado
de fosfato de plomo que es suspendido en agua con hidrato de so-
dio n/1 a pH 11. El precipitado se centrifuga y desecha. Bl sobre-
nadante se dializa dando una solucién incolora a pH 8,1, con pre-
cipitado en suspensién.

Se centrifuga éste y la solucién se precipita con acetona y seca.
Rinde 45 mg (Producto 3). El precipitado de la dialisis pesa una
vez seco 15 mg (Producto 4).

Todos los productos obtenidos por la téenica descripta (1, 2, 3
vy 4) tienen una actividad inferior al producto crudo del que se
partié indicando que por el tratamiento se produce una inactivacién
de la corticotropina. Por esta razén se abandonaron estos métodos

de purificacibn.

Fraccionamiento con sales. — Se ha intentado fraceionar el pro-
ducto erudo por preecipitacién a distinto pH o por adicién de sul-
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fato de amonio y de cloruro de sodio. Estas téenicas han sido uti-
lizadas en el fraccionamiento de muchas proteinas activas, enzimas,
hormonas, antitoxinas, etc. En estas experiencias se ha utilizado la
serie cruda 25-26 (3 25-26) y los resunitados con las fracciones ob-
tewidas estdn expresadas en el cuadro II1.

Técnica. — 1 g del producto crudo (S 25-26) se disuelve en 100 wml
de agua afadiendo Acido clorhidrico n/10 hasta pH 3 en que se
obtiene una solucién limpida. Se leva a pH 5-52 con hidrato de
sodio. Bl precipitado obtenido se centrifuga y seca con acetona (se

designa como pp (pHS). El sobrenadante, ligeramente opalescents,
se lleva a pH 4,3 con acido clorhidrico n/10 dando una solucién

a
limpida v a 75 ml se le afiade 05 ml de sulfato de amonio satura-

do obteniéndose un precipitado abundante que se centrifuga y seca

con acetona (se designa como pp S. A.S. pH 4,3). EI sobrenadante
A N ;\n‘;v\ +a nAw o -‘+A141r\'\4 amadida da q1fa P [P nAA anAA o
vy RERIVEY J_J [en lJ\JJ. LLLIJUL Ui Qlidauiuuy uo OLLKLCLLU LLU CLlLlU LU JTLU
neutralizaciéon a pH 6,5 con hidrato de sodio n/10.

El precipitado se centrifuga y seca con acetona (se designa como
sobrenadante S. A. S. pH 6,5). El nuevo sobrenadante no precipita

por afiadido de sulfato de amonio, por variacién de pH o por ca-

0T

BN

lentamiento.

Se efectfia una experiencia similar a la deseripta pero en lugar
de usar sulfato de amonio como precipitante se utiliza solucién
saturada de cloruro de sodio.

Se obtiene asi un precipitado por adicién de 4 ml de solucién
salina saturada a 7 ml de soluciéon de la hormona a pH 4 y =se de-
signa eomo pp cloruro de sodio pH 4,5.

Purificacion por adsorciom. — La adsorcién como método de puri-
ficacién de proteinas ha sido utilizada extensamente en el campo
de las enzimas y también con las antitoxinas. En el terreno de las
hormenas el procedimiento se ha aplicado a la insulina. En nuestro
caso hemos utilizado el gel de altumina con la serie 25-26 (S 25-26).
L.s resultados obtenidos figuran en el cuadro III.

Adsorcién en alimina C . —Un gramo de hormona (S 25-26) se
disuelve en 100 ml de agua, afiadiéndose hidréxido de sodio de
forma que el pH esté entre 8-8,2. Una pequeila parte queda sin
dizolver v se elimina por centrifugacién. Al sobrenadante 1impido
se le afiade 10 ml de una suspensién de hidréxido de aluminio C,
(10 mg de sélidos por ml) en porciones de 2 ml cada una, agitan-
dose fuertemente después de cada adicién. Se ajusta el pH a 7,5-8
y se deja una noche a 0-2°.



272 ESTUDIO SOBRE LA PREPARACION Y PROPIEDADES DE L&, ETC. Vol. XII,N° 8
Se aflade entonces, 5 ml més de alamina, se agita y se vuelve a

dejar a 0-2° una noche. Se repite esta adicién 2 veces mas en dias

consecutivos, cuidando siempre que el pH esté entre 7,5-8. Se cen-

trifuga la suspensidn y el sobrenadante limpido no preeipita a pH

6,5 ni por adicién de sulfato de amonio, con el que da solamente

>

Cuapro IIT

Producto Ne de Dosis Peso supra- - Peso timo
ratas mg rrenal mg mg
20 0 1,42 — 22,3
g 3 2,75 93 8,7
8 2 2,64 85 10,8
Crudo original S, 25-26 8 1 2,50 76 10,3
8 0,75 2,02 (M) 52 7.5
12 0,50 1,92 35 9,6
4 0,25 1,70 6 9,9
4 0,10 1,50 — 74
12 0 1,7 — 15
_ 8 3 2,85 (%) 78 7,9
S. 25-26 Ppdo. pH 5 .. 12 5 2.81 65 9,9
12 1 2,61 53,5 10,1
2] Q 1,5 — 20,1
8 3 2,45 63,3 7,7
S. 25-26 8. A. 5. 4,3, 9 9 2.37 53 10,4
8 1 2,25 50 10,7
4 0 1,7 — 20,1
S. 25-26. Sobre S. A. S. 4 3 2,3 34 9,4
pH6,5 . ... 4 2 2 17 12,3
4 1 2,1 24 13,4
8 0 1,42 — 17
4 3 2,4 (3) 77 10
S. 25-26 NaClpH 4,5 . 3 5 2,03 34 11,5
8 1 1,79 24 14,5
12 0 1,66 — 20
) 8 3 3,03 (*) | 116 10,5
Aldmina C, ....... ... 8 9 3,11 Q7 5,6
12 1 2,86 72 12
4 0,75 3,3 50 11,8
(1) Ll testigo de esta experiencia pesaba 1,33 mg.
() » » » » » » 1’66 »
3) » » » » » » 1,35 »

4) » » >y » » 1,40 »
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una opalescencia. Lio mismo sucede por agregado de &cido tricloracé-
tico y por ebullicién de la solucién.

El precipitado se suspende en 50 ml de agua y se afiade solu-
cién de hidréxido de sodio hasta pH 9,5-10. Se agita durante 15
minutos al cabo de los cuales se centrifuga.

El sobrenadante, ligeramente amarillento, se dializa durante 24
horas. Una pelicula blanca, transparente, queda adherida a la pa-
red del saco dializador. El liquide, limpido, se leva a pH 6,5 con
4eido clorhidrico n/1 dando un precipitado y un liquido opales-
cente. Al anadir 1 ml de sulfato de amonio saturado se obtiene un
precipitado que se separa bien por centrifugacién y se seca con
acetona.

K1 sobrenadante no precipita més por ulterior adicidn de sulfato
de amonio, pero si al llevarlo a pH 4,5. No es utilizado ulterior-

mente.

CONSIDERACIONES

Si se examinan las propiedades de las corticotrofinas obtenidas
por diferentes investigadores, se observa que segtin Lyons y tam-
bién segtin Bonsnes y White esta proteina tiene un punto isoelée-
trico donde es casi insoluble a pH 6,5, pero segiin Fevold y col. a
pH 5,4. Empleando el método antes indicado hemos confirmado que
se obtienen preecipitados muy ricos en corticotrofina a pH 6,5, lo
que ha sido también aprovechado por otros autores (Jensen y Grat-
tan) para intentar su purificacién.

Si se ensaya el precipitado que se obtiene a un pH méas bajo
{pH 5) se encuentra que es un producto menos puro que el origi-
nal, que resulta de una precipitacién a pH 6,5, indicando que no
se logra la separacién de fracciones mas activas por este método.

Si no se produjera desnaturalizacién por este proceso, la frac-
ci6n sobrenadante deberia concentrarse en corticotrofina, puesto
que el precipitado es més pobre en ella que el original. Por este
motivo se intenté la precipitacién del liquido sobrenadante por
sales.

Se observé que muy pequefias cantidades de sales bastaban para
obtener precipitados que no aumentaban por ulterior adicién, pero
no tenian una pureza mayor al original.

En especial el precipitado por cloruro de sodio tenia una acti-
vidad bastante menor.

Basta llevar el liqguido a pH 4-4,5 a 0,66 % de saturacién con.
sulfato de amonio y a 5 % de saturacién con cloruro de sodio para

obtener estos precipitados.
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No debe tampoco pensarse que el liquido sobrenadante contiene
una proteina eon mayor actividad, pues el residuo precipitado a
pH 6,5 dié menor actividad que cualquiera de las fracciones aunte-
riores.

Debe concluirse que a pesar de las suaves condiciones empleadas
ocurre una destruecion parcial del principio activo, tnica forma de
explicar que todas las fracciones sean menos activas que la ori-
ginal.

La potencia de la fraceién obtenida en la experiencia de adsoreién
con el gel de altimina es mayor que la de las demés.

La pureza de nuestros productos es menor que la sefialada por
Frenkel Conrat. Frenkel Conrat H., Simpson y Evans (%), quienes
obtienen un aumento de 50 % en la suprarrenales de ratas de 4 dias
con 0,25 mg de una substancia cuyo método de preparacién no in-

dican.

No eg posible compararla, per el momente con la degeripta por
Rayers, White y Liong (17) (1) que es una proteina que se compor-
ta como homogénea en el aparato de Tiselius y en la ultracentrifu-
ga, pues dichos autores se refieren a su pureza diciendo que es
analoga a la obtenida por Ii Simpson y Evans (1) sin dar otro
detalle. No hemos podido consultar en este tltimo trabajo por no
haberse recibido el ejemplar de la publicacién donde apareciera.

Observando la columna correspondiente al peso del timo en el
cuadro IIT vemos que cuando se inyectan dosis pequefas de 0,1 mg,
gue no producen un aumento en el peso de las suprarrenales, el
del timo disminuye en forma apreciable,

No se produce pues para dosis muy bajas una demostracion de
actividad por el peso de las suprarrenales, perc evidente por la dis-
minuecion que sufre el peso del timo.

Moon ha demostrado que la acciébn de la corticotrofina gobre el
timo se ejerce a través de las suprarrenales, de manera que los re-
sultados obtenidos por mnosotros indicarian que las dosis usadas
han produecido una excitacién de la corteza suprarrenal que se ha
reflejado en su accién sobre el timo, y que podria revelarse histo-
légicamente. Desgraciadamente el peso de los timos no puede uti.
lizarse como test, pues las disminuciones no som siempre propor-
cionales a las cantidades de hormona inyectada.

(1) TEste trabajo llegé a nuestro conocimiento una vez finalizadas nuestras
experiencias y cuando se comenzaba a redactar la presente comunicacién.
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(CONCLUSIONES

19 Mo se ha podido purificar la fraccién corticotropa de Liyons
por fraccionamiento con sales a diferentes pH.

a0 an)
EASEN Ui

dichos fraccionamientos se produce una pérdida de acti-
vidad, lo que sélo se puede explicar como inactivacidén de la hormo-
na con esos tratamientos suaves.

3% La inyeccién de pequefias cantidades de hormona que no lle-

gan a producir aumento de peso de lag suprarrenales, provocan una

disminueién del peso del timo, lo gque indica una excitacién de las

guprarrenales.
4°  La variacién del peso del timo no puede tomarse como test

para medir actividades, pues ellas no son siempre proporcionales a
la cantidad de hormona inyectada.
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