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En esle trabajo se describen tres métodos para extraer la Prolactina Humana (hPRL) a partir
de glandulas pituitarias, dentro de un proceso de recuperacion global de todas las hormonas
adenchipofisiarias. El efecto del sistema de conservacion de las glandulas se estudié compa-
rando los resultados obtenidos con glandulas conservadas en acetona o congeladas a -20eC.
Todo el proceso se efectud a 4aC, lomandose especiales precauciones para evitar la contami-
nacion bacterina y por consiguiente la introduccidn de pirégenos.

Se observd que la recuperacion de Prolactina estd influenciada tanto por la forma de con-
sarvacion de las glandulas como por el sisterna de extraccién del material biolégico. Se encon-
iré que las glandulas congeladas dan rendimientos mayores que el polvo de acetona.

La homogenizacion de las gidndulas en buffer Tris-fosfato permitié una buena recuperacion
de hormona de crecimiento (hGH), pero dié valores bajos en Prolactina; en cambio al utilizar
solucidn salina (NaCl 0.9%) a pH neutro, se solubilizé la mayor parte de la proteina en tanto
que la PRL quedd en el residuo, de donde se exirajo mediante condiciones suaves que no
afectaban su estabilidad y dando un rendimiento superior. Del sobrenadante se separaron las
fracciones crudas de la hormona de crecimiento y glicoproteinas, las cuales presentaron valo-
res iniciales de potencia que las hacen valiosas como material de partida para extraer y purifi-
car las correspondientes hormonas.

ABSTRACT

Three different methods are described for the extraction of human Prolactin (hPRL) from pi-
tuitary glands, in an integrated scheme for the extraction of human pituitary hormones. The ef-
fect of the storage method used on the extraction procedure was studied using acetone-pre-
served and frozen glands. All procedures were performed at 4°C and special precautions were
taken to avoid the introduction of pyrogens and bacterial contammination during hormone iso-
lation. It was demostrated thalt the yields and potencies of the hormone obtained are depen-
dent on the storage method as well as on the extraction procedure employed, the greatest
yields were obtained from frozen glands.

When the homogenization of the glands was performed in Trisphosphate buffer, good reco-
veries in human growth hormone (hGH) were obtained but low values in hPRL were observed.
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Instead; by prior extraction of most of the proteins in saline solution and subsequent solubiliza-
tion in mild conditions of the hPRL present in the residue, it was possible to improve the recove-
ry in hPRL. The supernatant was used as the starting material for the preparation of crude frac-
tions containing hGH and glycoproteins. The preliminary estimation of their respective poten-
cies make them good candidates for the isolation and purification of the mentioned hormones.

INTRODUCCION

La existencia de una hormona con actividad lactogénica (Prolactina - PRL) distin-
ta de la hormona de crecimiento, solo se acept6 hasta 1972, después de aproxima-
damente 10 afios de controversia.

Su extraccion a partir de glandulas pituitarias (hipdfisis) de varias especies ani-
males, incluyendo la humana, ha sido reportada por varios investigadores.

Aunque la PRL humana (hPRL), no tiene hasta el presente aplicacion terapéuti-
ca, su dosificacion se ha constituido en un instrumento de diagnéstico de invalora-
ble importancia en el estudio del eje hipotalamo-pituitaria. Por ejemplo, un alto por-
centaje de adenomas de pituitaria causa hiperprolactinemia y conduce a infertili-
dad. Es por ésta razén, que se requieren cantidades apreciables de PRL pura como
reactivo basico para poder implementar el radicinmunoandlisis de la misma el cual
permita seguir el curso de un tratamiento.

El objetivo de este trabajo es el de establecer las mejores condiciones para aislar
hPHAL, usando glandulas conservadas en acetona y congeladas mediante modifica-

ciones en las condiciones de extraccion, seleccionar aquelias que permitan una re-
cuperacion aita de la hormona sin afectar su potencia inmunolégica.

MATERIALES Y METODOS
Material Biolégico

a. Polvode glandulas pituitarias humanas conservadas en acetona preparadas por
el Dr. Pablo Aschner en el Laboratorio de |a Dra. Hartree (inglaterra).

b. Glandulas pituitarias humanas de cadaver durante la autopsia y mantenidas a -
20°C hasta su procesamiento.

Radioinmunoanalisis (RIA):
La PRL y HGH fueron determinadas por medio de RIA especifico para cada hor-

mona, con reactivos suministrados por el Dr. A.F. Parlow a través del programa de
distribucion de pituitarias y hormonas de NIADDK (Bethesda Maryland, USA).

Proteina:

La proteina fue determinada por el método de Lowry (2) usando albumina sérica
bovina como estandar. .
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Extraccion de la Fraccién de Prolactina

Extraccién de la Fraccion de PRL a partir del polvo de Pitultarias humanas
en acetona

En primer lugar, se utilizé polvo de pituitarias humanas conservadas en acetona,
al cual se le habia retirado la fraccion de glicoproteinas. De éste polvo se tomaron
5.2g provenientes de 100 glandulas y se sometieron al proceso que se indica en la
figura 1.

Extraccion de la Fraccion de PRL a partir de gléndulas congeladas.

En un primer e::perimento se empleo como agente extractante buffer Tris-fosfato
pH 8.7 al cual se adiciond Fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1mM, EDTA 5mM y
NaN3 10mM.

La PRL se precipitd mediante salinizacion a pH 7 quedando en el sobrenadante el
resto de hormonas hipofisiarias. Los detalles del proceso se muestran en la Figura
2.

En un segundo experimento, se empled solucién salina 0.9%, pH 7, utilizando los
mismos inhibidores del sistema anterior. En estas condiciones la mayor parte de la
PRL permanece en el residuo en tanto que se solubilizan el resto de proteinas con-
taminantes.

La hormona fue extraida finalmente a pH 10 con acetato de amonio, segun se
muestra en la Figura 3.

Extraccion de las fracciones de Hormonas de Crecimiento y glicoproteinas:

Del sobrenadante asi obtenido después de extraer las hipdfisis con NaCl (ver Fig.
3) se separd la fraccion de hGH mediante precipitacion isoeléctrica con sulfato de
amonio hasta saturacién final del 50%. El pH se ajusté primero a 6.2 con HCL. Se
centrifugd a 15.000 r.p.m. y el residuo conteniendo hGH se dializé contra agua has-
ta fin de sulfatos y se liofilizd.

Del sobrenadante que quedé después de separar la hGH se separaron las glico-
proteinas por adiciéon de sulfato de amonio (80% concentracién final), se centrifug6,
el residuo se dializo y liofilizé.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo Preliminar con Gléndulas Conservadas en Acetona

Para establecer las mejores condiciones de precipitacion de la fraccién de Pro-
lactina, se hizo un ensayo inicial, utilizando un polvo de glandulas conservadas en
acetona. Las glandulas fueron homogenizadas a pH 5 con acetato de amonio para

retirar las glicoproteinas y lipotropinas, quedando un residuo que contenia PRL y
hGH.
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FIG. | B EXTRACCION DE HORMONAS HIPOFISIARIAS
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FIG. 2. 2% EXTRACCION DE HORMONAS HIPOFISIARIAS
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FIG.3.. 3® EXTRACCION DE HORMONAS HIPOFISIARIAS
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El procedimiento seguido para separar la PRL de la hGH fue reportado previa-
mente (3) y basicamente consisti en la precipitacién de la PRL por adicion de sulfa-
to de amonio hasta una concentracién final de 0.8M a pH 7.0.

El residuo obtenido se suspendié en un volumen minimo de buffer de acetato de
amonio, 5 mM, pH 8.5 y se desalinizé en Sephadex G-25, eluyendo con el mismo
buffer.

Las fracciones conteniendo proteina se combinaron y se liofilizé finalmente.

Se obtuvo un peso de 158 mg. En la Tabla 1 se muestran los valores de proteina y
prolaciina en el producto liofilizado y el contenido de hormona de crecimiento en el
sobrenadante que quedd después de retirar la prolactina.

TABLA 1

OBTENCION DE LA FRACCION DE PROLACTINA
A PARTIR DE POLVO DE GLANDULAS EN ACETONA

Muestra a) b) b)
Proteina Total mUl PRL/mg prot Ul hGH/mg prot
mg
c)
Residuo 0.26 8.14 —_
(hPRL)
Sobrenadante 11.50 — 0.15
(hGH)

a) Método de Lowry, promedio de 3 determinaciones
b) Método de RIA, promedio de 4 determinaciones
¢) Expresado como mg proteina/mg muestra seca

La potencia inmunolégica para la prolactina (Residuo), lograda en este ensayo
preliminar, lo mismo que la recuperacion, que fue de 334 mUl a partir de 100 glandu-
las, que fueron las empleadas en la obtencién del polvo de acetona, fueron muy ba-
jos. Tomando como base la potencia inmunolégica del patrén internacional de refe-
rencia para RIA distribuido por el Dr. A. F. Parlow, Torrance, California que es de 20
mUl/ug, esta recuperacion corresponde a 16.7 ug de PAL en 100 glandulas.

Se estima gue la glandula pituitaria humana puede almacenar un promedio de

200 ug de prolactina. Segln esto, la recuperacién obtenida en este ensayo es alre-
dedor de 0.1%.

Varios factores pueden incidir en la baja recuperacion observada. En primer lugar
varios estudios (4, 5, 6) muestran claramente que el rendimiento y potencia de las
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hormonas obtenidas de pituitarias humanas conservadas en acetona son mas ba-
jos, que cuando se parte de glandulas congeladas. Esto obedece a que se necesi-
tan procedimientos mas rigurosos para su obtencion, lo que generalimente produce
alguna desnaturalizacién de la proteina, incluyendo la formacién de agregados
inactivos. Por esta razén se usan cada vez mas las glandulas congeladas. (7, 8, 9).

Otro factor que pudo haber contribuido a una pérdida de material, es la pobre re-
cuperacion de la hormona después de la precipitacion salina, empleando un buffer
de pH 8.5; se ha encontrado que la solubilizacién de la PRL se logra mejora pH alto,
aproximadamente de 10 (10).

ENSAYO CON GLANDULAS CONSERVADAS CONGELADAS
Homogenlizacion de las Gléndulas:

Un dia antes de ser procesadas se sumergieron en nitrégeno liquido, durante 5
minutos y se retornaron a -20°C, puesto que este proceso se ha encontrado que
mejora la homogenizacién posterior (9).

Las glandulas pituitarias fueron maceradas una por una en un mortero con hielo
seco, con el objeto de romper el tejido y obtener un polvo fino. El hielo seco ademés,
impidié que se descongelaran, facilitando de esta forma la manipulacién y la con-
servacién de las mismas.

Para mejorar el proceso de extraccion de las hormonas presentes en el macera-
do de pituitarias, se homogenizé con un Polytron; de esta forma se rompieron las
células y su contenido hormonal fue liberado al buffer de extraccion utilizado. Con el
objeto de reducir la actividad de las enzimas proteoliticas sobre las diferentes hor-
monas, se adiciond al buffer de extraccion, EDTA para inhibir la actividad de protei-
nasas dependientes de iones divalentes y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) el cual
inhibe las serina-peptidasas (8).

Se emplearon dos sistemas de extraccion para las glandulas congeladas. En pri-
mer lugar se procesd un lote de 61 glandulas (24.8 g) homogenizadas con buffer
Tris-fosfato 10 mM, pH 8.7, debido a que a este pH las hormonas hipofisiarias se so-
lubilizan bien y ademas no se exponen a condiciones extremas que pudieran afec-
tar su conformacion y por ende su actividad biolégica.

Este sistema de homogenizacién originalmente descrito por (9) fue modificado
por (3).

La tabla 2 muestra la recuperacion de proteina en cada una de las tres extraccio-
nes realizadas.

Los sebrenadantes provenientes de las 3 extracciones se combinaron, y poterior-
mente se procedié a extraer la prolactina alli presente, como se describe posterior-
mente.

El segundo agente extractante empleado fue solucién salina 0.9% pH 7.0. Suem-
pleo fue originalmente reportado por (11), (12).
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En estas condiciones de pH la prolactina presenta una minima solubilidad, en
tanto que el resto de hormonas hipofisiarias se solubilizan, lo cual facilita especial-
mente la separacion de la hormona de crecimiento que es la mayor proteina conta-
minante.

La extraccion se realizé empleando 5 ml. de solucion salina por gramo de glandu-
la, y para las reexiracciones se redujo el volumen del extractante, conservando las
demas condiciones iguales.

TABLA 2

RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DE LAS GLANDULAS

Extraccién Proteina Extraccion
nimero mg/ml %
a)
1 22.00 92.3
2 1.36 57
3 0.46 2.0
R 0.56 (b) —

a) Método de lowry, promedio de tres determinaciones.
b) Expresado en mg de proteina/mg de muestra seca.

La cantidad de proteina extraida y la potencia inmunolégica de la prolactina y la
hormona de crecimiento en cada extraccion a partir de dos lotes, uno compuesto
por 20 glandulas (peso 7.67 g) y otro por 21 glandulas (peso 8.28 g), se muestran en
la Tabla 3.

Como se podra apreciar en la Tabla 3, con la primera extraccion se logra un por-
ceniaje bastante alto (90.8 y 91.2% para los dos casos). Sin embargo, si se desea
una extraccion exhaustiva se debe realizar una segunda extraccion, especiaimente
para lograr una méxima recuperacion de hormona de crecimiento y de glicoprotei-
nas.

Se puede observar también que la potencia inmunolégica de la PRL en las frac-
ciones extraidas con solucion salina es mucho mas baja que la encontrada en el
Residuo, lo contrario ocurre para la hGH como era de esperarse.

Extraccién de la Fracclon de Prolactina

Del pool de sobrenadantes obtenido anteriormente, se precipité la PRL por adi-
cién de sulfato de amonio como ya se menciond, y el residuo fue suspendido en buf-
fer acetato de amonio pH 8.5 pero dada la dificultad para su disolucién, se ajusté a
pH 10 con NH,OH.

Se desalinizd mediante una columna de Sephadex G-25, se combinaron las frac-

ciones protéicas y el producto se liofilizé. En la Tabla 4 se muestran los contenidos
de proteina total, PRL y hGH.
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TABLA3

RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DE LAS GLANDULAS

CON SOLUCION SALINA
Lote Extraccion  Proteina PRL hGH
nGmero mg/mi mU mU Ul
a) ‘mg.prot. glandula  mg.prot

b) b)
1 1 5.2 0.54 1.27
2 2,02 0.64 1.29
R,¢) 193.8d) 615.9 5968 0.72
2 1 1.5 18.4 0.60
2 3.7 227 0.14
R, C) 336.0 250.4 4007 0.10

a) Método de Lowry, promedio de tres determinaciones

b) Método de Radioinmunoanadlisis, promedio de tres determinaciones
c)  Verfigura No. 3

d) Corresponde al valor de proteina total del residuc soluble a pH 10.

La potencia inmunolégica de la PRL, de 10 mU .mg proteina corresponde a una
recuperacion de 610 mU| para las 61 glandulas procesadas (100 mUI/100 glandu-
las, equivalentes a 50 ug/100 glandulas, o sea 0.25%). A pesar de que se logré un
aumento en recuperacién, este valor sigue siendo muy bajo comparado con los en-
contrados por (13) y (7) entre otros.

A pesar de que con estas condiciones no se logrd un resultado aceptable con re-
lacién a la prolactina, en este segundo ensayo si se observé una recuperacion muy
buena para la hGH (5 mg por glandula).

TABLA 4

OBTENCION DE LA FRACCION DE PROLACTINA A
PARTIR DE GLANDULAS CONGELADAS

Muestra Proteina mUI PAL UILhGH
(mg/mi) mg prot. mg prot.

Soobrenadante 6.40 - 1.32

Residuo 0.26a) 10.0 0.23

(PRL) (138.0)

Sobrenadante 5.20 N.D. 1.75

(hGH)

a) Expresado en mg proteina/mg de muestra seca. En paréntesis se indica la
proteina total.

N.D. No detectable
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Por lo tanto, si el objetivo es obtener hGH en particular, estas condiciones de ex-
traccion serian las apropiadas. Los resultados hasta aqui obtenidos, parecen indi-
car que uno de los mayores problemas encontrados es la recuperacion de la prolac-
tina, después de su precipitacion con sales. Para obviar esto se opté como alternati-
va, buscar condiciones de extraccion en las cuales se pudiera solubilizar la mayor
parte de las hormonas y demés proteinas presentes, en tanto que la PRL permane-
ciera insoluble.

Previamente (14) observaron por electroforesis que solo una pequefa cantidad
de PRL, se extraia al homogenizar glandulas frescas con solucién salina 0.9%. Ya
que el NaCl remueve la mayor parte de la hGH, se escogit este procedimiento
como el paso inicial de extraccion para estas glandulas.

El material insoluble obtenido al homogenizar las glandulas con solucién salina,
fue procesado para aislar la PRL alli presente. El residuo se disolvié en el mismo
bufier de Acetato de Amonio 50 mM, empleado en el extracto anterior, ajustando el
pH a 10 con amoniaco.

Después de dejar el residuo 16 horas en agitacién con el buffer se centrifugd y se
obtuvo un residuo (R, ver fig. 3), el cual se reextrajo en las mismas condiciones, se
agité por 1 hora, se centrifugd, los sobrenadantes prevenientes de estas extraccio-
nes se combinaron y se determiné su contenido tanto de proteina total como de
PRL y hGH. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

El segundo lote de glandulas (21) se proceso de igual manera, excepto que se
practico una extraccién adicional al ultimo residuo, buscando una méaxima recupe-
racion. (Ver Tabla 5).

Como puede observarse las potencias logradas para la PRL en este sistema, su-
peran ampliamente las encontradas en los dos sistemas anteriores. Igualmente, el
contenido de hormona por glandula, 200-300 ug, corresponde a los rangos reporta-
dos normalmente.

TABLAS

OBTENCION DE LA FRACCION DE PROLACTINA A
PARTIR DE GLANDULAS CONGELADAS

Lote Muestra Proteina Prolactina hGH
mg/mi Total mUl/mgprot. ug/gland Ul/mg prot.
(mg)

1 S, 1.9 180.5 673.2 303.8 0.72
S, 0.12 114 161.4 46 0.91

Sg 1.02 183.8 6159 298.4 0.69

2 S; 34 2958 258.8 182.3 0.06
S, 0.66 554 133.5 176 0.03

S, 0.28 13.2 66.7 21 N.D.

Ss 1.57 336.0 250.4 200.3 0.07
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Al observar estos resultados se puede apreciar como el sistema de extraccion
empleando solucién salina y glandulas conservadas congeladas, reduce aprecia-
blemente las pérdidas de prolactina, obteniendo una preparacién cruda de la hor-
mona con una potencia alta, lo que facilita su posterior purificacién, cuando este
paso sea deseable.

Obtencién de la Fraccién de Hormona de Crecimiento y de Gicloproteinas:

Del sobrenadante S, (ver fig. 3) se separd la hGH mediante adicion de sulfato de
amonio hasta 50% de saturacion final, a pH 6.2. El precipitado obtenido se dializd
contra aguay se liofilizé lograndose 4.4 g de muestra/100g de tejido inicial. El conte-
nido de hormona se indica en la Tabla 6.

El sobrenadante Gltimo se usd para precipitar las glicoproteinas, por medio de
sulfato de amonio a 80% de concentracion final. El residuo se dializd y se liofilizé ob-
teniéndose un peso total de 225 mg correspondientes a 2.7 g/100 tejido inicial. Enla
Tabla 6 se indican los valores de potencia hormonal para LH, FSH y TSH.

Estas fracciones seran el material de partida para aislar y purificar las hormonas
alli presentes, en trabajos posteriores.

TABLA 6

FRACCIONES CRUDAS DE hGH y GLICOPROTEINAS

Fraccion Ul/mg proteina a)
cruda

hGH 1.6

LH 35.2

FSH 81.9

TSH b) 62.2x10®

a) RIA especifico, promedio de 4 determinaciones
b) IRMA, promedio de 4 determinaciones

CONCLUSIONES

Los resultados encontrados indican que con el empleo de glandulas conservadas
congeladas, se logra extraer prolactina con una potencia mas alta y un rendimiento
mayor, que el polvo en acetona. El procedimiento empleado permite recuperar tam-
bién otras hormonas imporiantes: hormona de crecimiento, gonadotropinas y tiro-
tropina.

El estudio comparativo de los dos sistemas de extraccion del material biolégico,
mostraron que es mejor el empleo de solucién salina para remover lamayoriade las
proteinas y extraer la prolactina con acetato de amonioa pH 10, obteniéndose entre
200 y 300 ug de la hormona por glandula, lo que es comparable a los mejores valo-
res reportados por otros investigadores.
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