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ENSAYO DE PURIFICACIÓN DE LA ANEFROTENSINA
POR

JUAN G. BALDEIG Z. (*)

Resumen
Se purifica y establece estructura química ele la anefrotensina, material

obtenido de suero de perro nefrectomizado.

Se intenta la purificación por solventes orgánicos, gel Sephadex G-25,

DEAE-celulosa, carboximetilcelulosa, electro foresis y cromatografía ascendente

sobre papel.

Los ensayos biológicos demuestran hipertensión arterial, tanto en rata

normal como en rata nefrectomizada y un leve efecto ocitócico en rata.

Abstract
Purification and chemical structure of anephrotensin obtained from serum

of nephrectomized dog are established.

Attempts of purification by organic solvents, Sephadex G-25 gel, DEAE-
Cellulose, carboxymetilcellulose, electrophoresis and ascending cromatography
are made.

Bioassays show hypertension either in normal and in nephrectomized rat

and a slight oxytocic effect in rat.

INTRODUCCIÓN
Trabajos anteriores han demostrado que el polipeptido desig-

nado con el nombre de Anefrotensina (Croxatto y col. 1960) era muy
probablemente una mezcla de dos o más peptidos activos. Tortella

(1963) analizando el estudio de la preincubación del suero del cual

se obtiene la anefrotensina, llegó a la conclusión, a través de las

acciones farmacológicas observadas, que los resultados eran compa-
tibles con la existencia de dos sustancias, una de las cuales podría ser

la bradiquinina.

En efecto, gran parte de la acción farmacológica de la anefro-

tensina es muy similar a la bradiquinina y kalidina, ambos peptidos

pertenecientes al grupo de las plasmakininas.

La propiedad más característica de la anefrotensina es la de

producir hipertensión arterial en la rata nefrectomizada o en la rata

normal hipotensa (por inyección de pentolinio). Esta doble acción

sobre la presión arterial se consideró como una propiedad específica,

pero estudios posteriores de Croxatto y Belmar (1961) revelaron que

(*) Departamento de Zoología, Instituto de Biología, Universidad de Concepción, Chile.
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también los presentaba la bradiquinina. Este polipeptido había sido

descrito como el más potente agente hipotensor conocido para todas

las especies de animales estudiados, pero se desconocía la acción en

rata nefrectomizada. Este hecho acercaba aún más la anefrotensina a

las plasmakininas, o sea, a la bradiquinina y kalidina, inclinando la

opinión que la anefrotensina no fuera otro que uno de los dos pep-

tidos ya conocidos, más alguna impureza que modificara sus cuali-

dades farmacológicas.

Sin embargo, el hecho de obtener de algunos Vertebrados por

el mismo procedimiento de incubación acida un producto de pro-

piedades farmacológicas muy distintas a la bradiquinina (Aguirre,

1961) y el estudio farmacológico del material obtenido del suero de

perro nefrectomizado, nos indujeron a pensar que el material activo

más importante fuera un principio químicamente diferente de los

demás peptidos descritos hasta ahora que probablemente estaría acom-

pañado de algunas plasmakininas como contaminantes.

Estos antecedentes nos impulsaron a buscar los medios para

purificar el material y establecer la estructura química de la anefro-

tensina. Se consideró la necesidad de disponer un stock suficiente de

anefrotensina semi-purificada. Decidimos partir de suero de perros

nefrectomizados en consideración a que es el animal de laboratorio

de mayor talla y que puede proporcionar volúmenes suficientes de

suero. La nefrectomía del perro aumenta el rendimiento de anefro-

tensina 3 a 4 veces sobre el suero normal.

MATERIALES Y MÉTODO
La obtención de la anefrotensina cruda se hizo según el pro-

cedimiento cuyas etapas principales consisten en lo siguiente:

El suero es obtenido de la sangre de perro nefrectomizado

36 a 72 horas después de practicada la nefrectomía total. Bajo anes-

tesia de pentotal sódico el animal es sangrado a fondo, recogiendo la

sangre de la arteria femoral y recibiéndola en tubos de centrífuga

enfriados y siliconados. De inmediato la sangre es centrifugada en

una centrífuga refrigerada (2
o
C). En general, se evitó la formación

de coágulos, aunque en un cierto número de casos hubo signos in-

cipientes de coagulación. Inmediatamente de separar el suero éste es

acidificado a pH 3.8 y colocado a 38° C en una estufa durante 72 horas.

Este tiempo es el óptimo para conseguir el máximo rendimiento de

anefrotensina, en el caso de suero de perro. El suero es tratado con

seis volúmenes de alcohol de 96° para eliminar las proteínas; la solu-

ción alcohólica separada por centrifugación es evaporada a baja tem-

peratura en el vacío. Cuando el volumen es reducido y no contiene

sino pequeñas cantidades de alcohol, se centrifuga para eliminar las

partículas que enturbiaban la solución y enseguida se extrae con éter

sulfúrico la grasa. La solución etérea se eliminaba por decantación.
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La fase acuosa se concentraba de nuevo en el vacío y se terminaba

la evaporación del solvente utilizando un equipo de liofilización. Se

obtiene, finalmente, un residuo sólido totalmente deshidratado, el

que es tratado con ácido acético glacial.

Este tratamiento permite al eliminación de un residuo inso-

luble (sales) y la parte activa es disuelta en ácido acético y enseguida
precipitada con éter sulfúrico (8 volúmenes). El centrifugado es un
precipitado que contiene el material activo, el que una vez lavado

con acetona y seco, constituyó la "anefrotensina cruda".

PURIFICACIÓN DEL MATERIAL
Se intentó la purificación de la anefrotensina cruda siguiendo

diversos procedimientos:

A.— Separación por solventes orgánicos.

B.— Filtración por gel utilizando Sephadex G-25 (médium),

Sephadex G-50 y DEAE-Celulosa.

C— Separación cromatográfica utilizando columna de carboxi-

metilcelulosa catiónica.

D.— Electroforesis en banda de papel.

E.— Cromatografía ascendente en banda de papel.

SEPARACIÓN POR SOLVENTES ORGÁNICOS
Se intentó la separación de las fracciones activas de anefroten-

sina cruda utilizando tres solventes puros: metanol, etanol y pro-

panol.

El esquema general aplicado a los distintos solventes consistió

en extraer el material con soluciones de concentraciones decrecientes

agregando agua destilada. Se partió de 500 mg de anefrotensina cruda

finamente pulverizada, la cual se disolvió en 5 mi de solvente al

99%; se agitó durante dos horas y por centrifugación se separó la

parte soluble de la insoluble. En seguida el residuo insoluble se

disolvió en 5 mi de metanol de 92%. Después de agitar y centrifugar

el residuo insoluble se trató con solvente al 84%. Siguiendo la misma
técnica el residuo resultante se trató con solvente al 76%. El residuo

final se disolvió en agua destilada.

Todos los volúmenes que contenían las fracciones solubles en

el solvente de 99%, 92%, 84% y 76%, se evaporaron y el material

obtenido fue disuelto en 2 mi de agua destilada. Estas soluciones

fueron ensayadas utilizando los preparados biológicos habituales:

útero y presión arterial en rata normal y nefrectomizada. La com-

paración de los efectos biológicos que producían las distintas solu-

ciones permitió establecer la cantidad de material activo contenido

en cada una de las soluciones. Como lo demuestran los resultados que

se describirán más adelante, el método de extracción con solventes

orgánicos no permitió una separación de materiales con propiedades

farmacológicas distintas.

-41-



Bol. Soc. Biol. de Concepción, Tomo XLIX, 1975.

SEPARACIÓN POR FILTRACIÓN EN GEL UTILIZANDO
COLUMNAS SEPHADEN G-25 y G-50.

Se dispuso de una columna de vidrio de 70 cm de alto y 3 cm
de diámetro en cuyo extremo inferior se colocó una frita de vidrio.

Se pesaron 80 g de Sephadex G-25 que se lavó tres veces con una

solución de NaCl 0.005 M entre un lavado y otro se dejó decantar

y se botó el sobrenadante; finalmente se lavó dos veces con agua des-

tilada y se procedió a cargar la columna. Esta se llenó primeramente

con agua destilada y se procedió a cargar, vertiendo el Sephadex en

una probeta de boca ancha comunicada a la columna; en dicha pro-

beta se sumergió la hélice de un agitador que homogeniza la caída

del gel. Cuando éste alcanzó la altura de 38 cm, se colocó un disco

de papel filtro en el extremo superior aplastado con unas perlas plás-

ticas. Se tamponó el Sephadex con 200 mi de buffer 0.1 M y pH 5.0

que se usó para el experimento.

A continuación se pesó 2 g de anefrotensina cruda de perro

nefrectomizadao y se disolvieron en 5 mi buffer acetato de amonio

pH 5.0 y 0.1 M. Esta solución se centrifugó durante 10 minutos y
el líquido resultante se colocó en la columna gota a gota; se conectó

con los depósitos que contienen el buffer y se dio comienzo a la

separación, con un flujo de 1 mi. por minuto. Se recogió la sustancia

en los tubos de un colector automático que se desplaza cada 10 mi-

nutos. Un dispositivo "acl hoc" permitió el registro automático de

la densidad óptica de la solución de cada uno de los tubos. Al cabo

de 15 horas se recogieron 90 tubos cuyos contenidos se ensayaron en

ratas para comprobar su efecto sobre la presión y el útero. Las frac-

ciones en las cuales apareció la actividad fueron liofilizadas.

SEPARACIÓN POR COLUMNA DEAE-CELULOSA.

Se utilizó esta resina de intercambio aniónico bajo las siguien-

tes condiciones: 5 mi de muestra proveniente de la separación con
Sephadex G-25; gradiente A de fosfato de amonio 0.1 M, gradiente

B de acetato de amonio 1 M pH 7.0; una columna de 35 cm de alto

por 1.1 cm de diámetro; flujo de 5 mi por cada 10 minutos.

Una vez precisado en qué tubos aparecía la actividad biológica

(vasopresora y ocitócica), se procedió a reunir las soluciones de los

tubos con actividad biológica y zonas de absorción.

SEPARACIÓN POR COLUMNA CROMATOGRAFICA DE
CARBOXIMETILCELULOSA

Se utilizó una resina catiónica con base celulósica con una ca-

pacidad de intercambio de 0.6 miliequivalentes por gramo.

Se suspendió 25 g de carboximetilcelulosa en 250 mi de acetato

de amonio 0.01 M a pH 5.0. Se removió el grano fino y el grueso

por flotación y decantación y las partículas de tamaño medio se lava-
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ron en un embudo con 500 mi de buffer acetato de amonio pH 5.0;

lo que quedó en el papel filtro se suspendió en el misino buffer para

conseguir una mezcla conteniendo 150 a 200 mg/ml; se controló el

pH del sobrenadante y se reajustó a 5.0 en los casos necesarios. Se

guardó a 4
o
C. Una vez que la columna de 40 cm de alto estuvo per-

fectamente lavada y a plomo, se procedió a llenarla con carboxi-

metilcelulosa. Se depositaron 10 mi de buffer y luego, la suspensión

de resina, golpeando suavemente con un tapón de goma a fin de

evitar fallas durante el empaque. Antes que la primera porción esté

completamente asentada, se agregó una segunda porción cuidando

de no alterar la superficie empacada. La superficie final de arriba

debe ser firme y plana y sobre ella se coloca un disco de papel filtro

de diámetro levemente menor que el de la columna; se cuidó de no

dejar vacío entre el disco y la superficie de la resina.

A continuación se lavó la resina con 50 a 100 mi de solución

EDTA-MMH, 0.001 M y acetato de amonio 0.01 M frío y a pH 5.0.

Se disolvieron 100 mg de anefrotensina constituidos por el material

liofilizado obtenido de la columna Sephadex G-25; en 20 mi de buffer

EDTA-acetato de amonio a 25° C y pH 5.0; se enfrió a 4 o C y se

vertió en la columna. Se lavó después con 50 mi del mismo buffer,

luego con 300 mi de buffer acetato de amonio 0.01 M a pH 5.0 para

eliminar el exceso de EDTA y se dio un flujo de 10 ml/cm2 /hr. Se

hizo un registro continuo de las densidades ópticas; las fracciones

obtenidas se ensayaron biológicamente.

La columna y el colector se colocaron en una cámara fría a 4? C.

SEPARACIÓN POR ELECTROFORESIS EN BANDA DE PAPEL.

Se intentó la electroforesis en banda de papel para la sepa-

ración de las sustancias activas de sus impurezas, basándose en las

diversas velocidades migratorias de las partículas dotadas de cargas

eléctricas situadas en un campo eléctrico.

Se utilizó el material liofilizado recogido de las columnas de

Sephadex G-25.

Se tomó cada vez cuatro tiras de papel Whatman 3 MM de

4 cm. de ancho por 41 cm de largo, humedecidos por el buffer a

usar: acetato piridina pH 4.0 y se dejó secar un rato. Después de

llenar las cubetas de la cámara de electroforesis con el buffer, se

nivelaron con un sifón y se colocaron en las bandas de papel sobre

el soporte de la cámara y con un aplicador se introdujeron las res-

pectivas fracciones en cada banda de papel. Se tapó la cámara y du-

rante 10 minutos se dejó saturando el papel con la solución y luego se

conectó a la corriente eléctrica con 300 volts y 20 amperes. Después

de 3 horas se sacaron las bandas de papel y se secaron al aire.

Revelado:

a.— Por cloración del enlace peptídico.
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Se sometieron los papeles a la acción del cloro gaseoso durante

10 minutos; luego se colocaron a la estufa para expulsar el exceso de

cloro; se pulverizó con una solución de yoduro de almidón al 1%
(solución de almidón 1% más solución de yoduro de potasio 1%).

Preparación del cloro:

Se introducen las bandas de papel dentro de una cámara de

vidrio en cuyo interior se dispone un vaso con permanganato de

potasio; se agregan algunos ce de ácido clorhídrico concentrado y se

tapa la cámara durante 10 minutos; luego se llevan las bandas de

papel a una estufa durante otros 10 minutos y se agrega la solución

de yoduro de almidón,

b.— Por ninhidrina.

En una cápsula de Petri se coloca ninhidrina al 0.1% (100 mg
de ninhidrina en 100 mi de alcohol), donde se sumergen las bandas

de papel.

Cámara de electroforesis.

La cámara de electroforesis comprende esencialmente tres

partes:

— un soporte fijo de plástico cuyos extremos se unen a un sistema de

cubetas;

— un marco móvil de resina sintética donde se colocan las bandas de

papel;

— una cubierta de vidrio.

Cada una de las cubetas de la cámara está dividida en dos

partes por un tabique con un orificio central que contiene un dia-

fragma de lana de vidrio. En las mitades centrales cuelgan los ex-

tremos de las bandas de papel. La cubierta o tapa de vidrio mantiene

una atmósfera saturada de humedad mientras dura la electroforesis

y atenúa la capilaridad que arrastra la evaporación del buffer. Entre

los extremos de la tapa de vidrio y el borde superior de la cubeta,

queda un espacio que permite la entrada de aire y la expulsión even-

tual de gases de electrólisis.

ELECTROFORESIS A PRESIÓN EN APARATO TIPO KUNKEL.

Se utilizó seis fracciones diversas de anefrotensina que fueron

obtenidas de una columna Sephadex G-25. La densidad óptica y la

actividad biológica se determinó en cada una de ellas. Cada fracción

se obtuvo juntando los tubos de una misma zona de absorción y lio-

filizándolos previamente.

En un papel Whatman 3 MM de 40 cm por 29 cm, se aplicó

30 lambdas de cada fracción; luego se colocó el papel entre las placas

de vidrio del aparato las cuales impiden la evaporación del buffer

en que previamente se ha mojado el papel; además, presionados con-

venientemente (con una presión de 0.25 unid/cm2 de placa), se man-

tiene la humedad del papel, lo que favorece la homogeneidad del
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campo eléctrico. El tiempo previo antes de poner a funcionar el apa-

rato, se estableció en 30 minutos, para obtener condiciones de equi-

librio entre papel y buffer y para permitir la completa solubilización

de la sustancia depositada en el papel. Los extremos de éste van su-

mergidos en sendas cubetas que contienen el buffer. Se utilizó tres

distintas fórmulas de buffer:

a.— Acido fórmico a pH 2.0 y se aplicó una corriente eléctrica de

400 volts y 20 miliamperes en un tiempo de 120 minutos; se

aplicó 30 lambdas de sustancia,

b — Acido acético-piridina a pH 4.0 en un tiempo de 180 minutos;

se aplicó 20 lambdas de sustancia,

c— Veronal a pH 8.6 durante 180 minutos; se aplicó 20 lambdas de

sustancia.

Revelado:

Cuando la electroforesis ha cumplido el plazo señalado para

cada caso, se calienta el cromatograma durante 5 minutos a 110° C
y luego se sumerge el papel en una cubeta que contiene el revelador

(tinción policromática). Se coloca al horno durante 2 minutos a 100° C
y al cabo de este tiempo empiezan a aparecer los colores correspon-

dientes a los complejos de aminoácidos.

Preparación del revelador:

Solución I: 120 mg de ninhidrina anhidra disuelta en 50 mi

de alcohol absoluto; 10 mi de ácido acético glacial y 2 mi de 2-4-6-

collidina.

Solución II: nitrato cúprico trihidrato al 1% en alcohol abso-

luto. Ambas soluciones se mezclan al momento de usarlas en la pro-

porción 25:1,5 V/V.

CROMATOGRAFÍA ascendente en papel

Se hizo cromatografía ascendente sobre papel bajo las siguientes

condiciones: papel Whatman 3 MM. de 51 cm por 36 cm; solvente

butanol, ácido acético, agua, en la proporción 4:1:5; tiempo de 14

horas.

En las mismas condiciones se ensayó las siguientes sustancias:

kalidina 2 mcg; anefrotensina 25 lambdas; angiotensina 5 mcg; bradi-

quinina 6 mcg.

La kalidina y bradiquinina fueron sintéticas y cristalizadas,

proporcionadas gentilmente por E. Nikolaides de Parke Davis y la

angiotensina valil 5 cristalizada fue proporcionada generosamente

por la CIBA, Basilea.

El papel se dejó saturando en la cámara que contiene el sol-

vente durante 3horas y luego se puso en contacto con el solvente.

Después del tiempo indicado para la cromatografía, el papel se secó

al aire y se cortaron franjas de 3 o 4 cm las cuales se revelaron.

Revelado:
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a.— Algunas franjas se trataron con cloro gaseoso que es un método
para revelar polipeptidos. Para esto se exponen las tiras de papel

a la acción del cloro gaseoso durante 10 minutos; luego se lavan

con metanol para eliminar el exceso de cloro.

b.— Algunas franjas se revelaron con azul de bromo fenol, que es el

método para revelar proteínas. Se colocan las tiras de papel en

cubetas que contengan este revelador durante 10 minutos; luego

se colocan en un vaso con ácido acético al 4%; se ponen 10 mi-

nutos a la estufa y después se exponen a los vapores de amoníaco
para obtener la coloración azul que se logra en ambiente básico.

c— Algunas franjas se revelaron con ninhidrina al 0.1% que es el

método para revelar aminoácidos; las tiras de papel se pasan

3 a 4 veces por una cubeta con este revelador y luego se secan al

aire. Se pueden fijar las manchas con sulfato de níquel.

d.— Algunas franjas se revelaron con una solución de yoduro de po-

tasio y almidón soluble en partes iguales, que es el método para

revelar peptidos pequeños; se colocan las tiras en una cubeta con
esta solución durante 10 minutos y luego se secan al aire.

e.— Otras franjas se sometieron al reactivo de Sakaguchi: 8 hidroxi-

quinolina; éste es un método modificado y consiste en introducir

el cromatograma en 8 hidroxiquinolina, 0.1% en acetona. Después

el cromatograma se seca; se pulveriza en una solución de 0.2 mi
de bromo en 100 mi de NaOH 0.5 N.

f.— Otras franjas se sometieron a la luz ultravioleta; para esto algunos

de los papeles se colocaron a una temperatura cercana a los 100°C

y luego, con luz ultravioleta, se marcaron con lápiz los contornos

de las manchas.

Las franjas de papel que no fueron reveladas se sometieron a

ensayos biológicos. Cada franja se cortó en secciones, cada una de las

cuales se eluyó con agua destilada, se liofilizó y el liofilizado se ex-

trajo con 0.5 mi de agua destilada y se ensayó biológicamente.

RESULTADOS

EXTRACCIÓN CON METANOL Y ETANOL
Sometiendo el polvo de anefrotensina cruda a extracción con

concentraciones decrecientes de metanol y etanol, pudo establecerse

que la mayor parte del material activo se extrae ya con metanol o

etanol a 90° (Fig. 1).

El ensayo biológico de este material demuestra el efecto típico

descrito con la anefrotensina, encontrándose que el material obtenido,

después de evaporado el alcohol, da sobre la presión arterial el efecto

bifásico aun en la rata nefrectomizada.
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Se pudo calcular aproximadamente que el etanol de 80° ex-

trae alrededor del 70% de la actividad, o sea, parte del material se

solubiliza sólo en concentraciones más bajas de alcohol. La parte in-

soluble en metanol de 90°, más o menos, es un 20% del total.

mm Hg

140

100

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12

Fig. 1.— Efectos sobre la presión arterial de rata nefrectomizada del material activo

de anefrotensina extraído con solventes orgnicos. Se inyecta en: 1.— 0.01 mg angio-

tensina II; 2.-0.01 mi alcohol 90°; 3.-0^01 mi alcohol 90°; 4.-0.01 mi alcohol

80°; 5.-0.01 mi alcohol 80°; 6.-0.01 mi metanol 90°; 7.-0.01 mi metanol 80°;

8.-0.005 mi alcohol 99°; 9.-0.005 mi alcohol 80°; 10.-0.005 mi alcohol 90°;

11— 0.05 mi fracción insoluole en metanol 90°; 12.— 0.02 mcg angiotensina II.

SEPARACIÓN POR FILTRACIÓN EX GEL UTILIZANDO COLUMNA
SEPHADEX G-25.

De una columna de Sephadex G-25 se pudo observar, a través

del ensayo biológico, que toda la actividad biológica aparece en las

fracciones colectadas del tubo 15 al 28. Variaciones se observaron cam-

biando la velocidad de flujo (Figs. 2, 3, 4, 5, 6 y 7).

La cantidad de anefrotensina cruda fue cada vez de 2 g y el

material recogido en estos tubos, donde apareció la actividad bio-

lógica después de liofilizar, fue de 694 mg aproximadamente. Esto

permite establecer que con este método cromatográfico la actividad

biológica queda concentrada en un 30% del material de partida.

Con el material liofilizado obtenido de los tubos activos se

hizo una investigación para comprobar la actividad biológica de este

material y compararla con la de los peptidos cristalizados. Además
se utilizó dicho material para hacer una cromatografía sobre papel

y revelar la posible existencia de más de un componente.

La actividad biológica comparativa mostró un comportamiento

similar al de las plasmaquininas, es decir, tiene un efecto ocitócico,

eleva la presión arterial de la rata bajo influencia de pentolinio o en

la rata nefrectomizada y relaja la musculatura del duodeno de rata,

como lo hacen la bradiquinina y la kalidina; pero un estudio cuanti-

tativo de estas distintas cualidades farmacológicas demuestra que no
son coincidentes ni con las de la bradiquinina ni con las de la kali-

dina,encontrándose que el material obtenido de la columna Sephadex

G-25 es relativamente mucho menos ocitócico, 10 a 20 veces menos
que la bradiquinina.
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El examen cromatográfico en tira de papel (cromatografía

ascendente), con solvente ácido acético, butanol, agua (4:1:5), permitió

demostrar la heterogeneidad del producto separado por Sephadex G-25.

El tratamiento con cloro permitió distinguir, a lo menos, seis

manchas, en una de las cuales la reacción de Sakaguchi (arginina)

resultó particularmente intensa. El material correspondiente a esta

mancha reveló corresponder a la sustancia más activa sobre la presión

arterial.

T 16-30= 60 mi, 69¿ mg mmHg
120

17 16 19 1 18 20 21 22 23 2^2^28^30

0.1 mi —

^

mmHg
-120

3 4 5 6 7

B Sephad 625 An Atjj

.Imcg 2.3 .23 .16 mg .Olmcg

Fig. 2.— Efectos sobre presión arterial de rata nefrectomizada, de anefrotensina

semi-purificada por columna Sephadex G-25. Se inyectó 0.1 mi de los tubos 16

al 30. Fig. 3.— Efecto sobre presión arterial de rata nefrectomizada, de kalidina,

bradiquinina, anefrotensina proveniente de Sephadex G-25 y angiotensina.

1 2

K K
.1 .05
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SEPARACIÓN CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA DEAE-CELULOSA.
Después de haber realizado experimentos cromatográficos uti-

lizando DEAE-Celulosa, modificando la altura de la columna como
también la molaridad y naturaleza del eluyente, se seleccionó como
eluyente más adecuado para una separación por gradiente, una solu-
ción de acetato de amonio pH 7.0 de 0.1 M y de 1 M. Se descartó el
fosfato de sodio 0.1 M por el problema que significaba el residuo de
esta sal cuando se liofilizaban estas soluciones para obtener el ma-
terial activo.

Se utilizó el material semi-purificado correspondiente a la
fracción activa, recogida de la columna Sephadex G-25, aproximada-
mente 1 g y se colocó del modo habitual en la columna de 80 cm y

1 2 3 ¿ 5 6 7 8 9 10
B B B
.01 .02 .03

fncg x 1/100

K

.2

K

.05

K C

.01 mcg 1.1

Sephod 625 An 1

15 .23 .11 mg

1 2 4, 4 5 6

Sephod 625 An B B B
23 2.3 16 mg 1 .1 .2 mcg
mcgx 1/100

Fig. 4.— Efectos sobre útero aislado de rata sumergido en un baño con solución
Tyrode. Cantidades usadas de bradiquinina y kalidina se expresan en mcg/ 100 y
la anefrotensina, en mg. Fig. 5.- Efectos sobre útero aislado de rata sumergido
en un baño con solución Tyrode.
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a continuación se hizo fluir la solución acetato de amonio 0.5 M
recogiendo 100 fracciones de 5 ce cada 10 minutos.

En estas condiciones se encontró que la densidad óptica reveló

tres diferentes picos (peaks): el inicial muy nítido, se presentó con

gran regularidad entre el 8? y 12* fracción; una elevación intermedia

de pequeña intensidad, cuyo máximo se encontró en el tubo 28

(Figs. 8, 9 y 10), y una final elevación intermedia de pequeña in-

tensidad, cuyo máximo se encontró en el tubo 34.

El análisis de la actividad biológica de estas distintas fracciones

permitió establecer que esta actividad se encontraba concentrada en

la zona del peak inicial y que prácticamente no existe actividad pre-

sora y ocitócica en la fracción correspondiente a los otros dos peaks.

El material liofilizado de las fracciones del primer peak (tubos

8 y 12), se analizó farmacológicamente lo que permitió establecer que

mmHg

1 2 3 A 5 6 7 9 10

Fig. 6.- Efectos sobre la presión arterial de rata nefrectomizada de las siguientes

sustancias: 1.-0.01 meg At II; 2.-0.02 meg At II; 3.-0.005 meg At II; 4.-0.4

meg B; 5.-0.1 meg d.An; 6.- 0.8 meg B; 7.- 0.5 mg d.An; 8.- 1 meg B; 9.-0.1 mg

sustancia A Higgins; 10.- 0.01 mg AH. Fig. 7.- Contracciones de útero aislado de

rata. Se inyectó lo siguiente; en 1— 1 mU Oxy; 2.-0.1 mg d.An; 3 — 0.02 meg B;

4.-0.002 meg B; 5.-0.004 meg B; 6.-0.01 meg B; 7.-0.006 meg B; 8.- 0.05 mg
d.An; 9.-0.2 mg d.An; 10.-0.016 meg B.
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1 mi de esta solución equivale a 5 microgramos de angiotensiria "y
a 50 gamas de bradiquinina, más o menos, cuando se analizan' sus
efectos sobre la presión arterial en rata nefrectomizada. En cambió,
esta misma solución estudiada sobre el útero de rata, indicó que 1 mi
por su actividad ocitócica, equivale a 4 gamas de bradiquinina. v

Este resultado coincide con observaciones sobre las propiedades
de la anefrotensina de sangre de perro, que muestra que este peptido
es relativamente mucho menos ocitócico que la bradiquinina.

El material liofilizado obtenido de las fracciones correspon-
dientes al peak inicial, fue sometido a una cromatografía ascendente

J v. A'

A
,' \

/ \

28 31 3¿

mm Hg

— 100

60

5 7 9 10 11 12 13 U 15 29 34 35 ¿,0 ¿5 ¿8

J i j _ j j r y _ _ j_ _
9 9 10 10 10 11 12 13 15 25 35 45 Atj, Atn

Dos.sxVIOO.5 .1 .2 .2 .5 10 10 10 10 10 mi 5 2mcg

Fig. 8.— Curva de densidades ópticas de fraccionamiento de An. en columna de
DEAE-Celulosa (Las cifras corresponden al número de los tubos).- Fig. 9.— Efectos
sobre la presión arterial en rata sometida a pentolinio, de An. tratada en columna
DEAE-Celulosa. Se inyectó 0.1 mi. de cada tubo que se indica. Fig. 10.- Efecto
sobre útero aislado de rata sumergido en un baño que contiene Tyrode, de An.
tratada en columna DEAE-Celulosa.
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sobre papel, utilizando la mezcla butanol, ácido acético, agua (4:1:5),

en papel Whatman 3 MM durante 20 horas. En las mismas condicio-

nes se hizo otra cromatografía y utilizando cloro como revelador, per-

mitió demostrar la ubicación de la angiotensina a 4 cm en la tira

correspondiente. En la tira correspondiente a la anefrotensina se pudo

establecer la existencia de 4 manchas, lo que comprueba la hetero-

geneidad del material empleado. La mayor actividad biológica apa-

reció en la zona ubicada ligeramente por debajo de la angiotensina.

En una de las tiras de anefrotensina se hizo la elución del material

ubicado en los segmentos correspondientes a las 4 manchas. Esta

11

18 10 20 26 28 30 36 39 24 22 20 50 42

5 15 25 27 29 35 37 40 23 21 ¿5 41 44

mm Hq
-100

ImU
24 25 26 27 28 29 30 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fig. 11.— Efectos sobre la presión arterial de rata nefrectomizada de extracto de

anefrotensina semi-purificada por columna de carboximetilcelulosa. Se inyectó

0.1 mi de cada tubo indicado en la figura. Fig. 12.— Contracciones de útero aislado

de rata sumergido en un baño mU Oxy. Del tubo 24 al 40 se ensayó con 0.2 mi
de extracto proveniente de la columna de carboximetilcelulosa;
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elución se hizo con agua destilada, lavando el trocito de papel filtro

y macerándolo. Después de separar las partículas de celulosa, el lí-

quido fue liofilizado y disuelto en un pequeño volumen de solución

Tyrode para efectuar ensayos biológicos. Otro tanto se hizo en la

ÁNODOM
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Polipeptidos no activos

CÁTODO (-)

13

O:':::
AR

AR

O

Am Básicos

Am Básicos

ANODOI + )

K
CÁTODO (-)

¡dos no activos

idos activos

OO oo
idos activos Amino Acide

O© Oo
ácidos Neutros

(i (

Amino Ácidos

Fig. 13.— Electroforesis de fracciones de anefrotensina aislada en columna Sepha-

dex G-25. Revelado con ninhidrina 0.1%; buffer ácido fórmico pH 2.0; Fig. 14.—

Electroforesis de fracciones de anefrotensina aislada en columna de Sephadex G-25.

Revelado con ninhidrina 0.01%; buffer ácido acético-piridina pH 4.0.
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zona correspondiente a la angiotensina. Se pudo establecer que una
mancha tenía actividad biológica en las siguientes equivalencias: 0.1 mi
de solución de anefrotensina produjo un efecto sobre la presión arte-
rial comparable a 0.03 mcg de angiotensina. En útero aislado de rata,

0.1 mi de solución de anefrotensina equivale a 0.01 mcg de angio-
tensina. De lo que resulta que el material de anefrotensina compa-
rado con la angiotensina, es relativamente 3.3 veces más activo sobre
la presión arterial que sobre el útero.

SEPARACIÓN CROMATOGRAFICA EN COLUMNA DE
CARBOXIMETILCELULOSA

Siguiendo estrictamente las indicaciones que se han propuesto
para la purificación de la bradiquinina en columna de CMC se pudo
llegar a la conclusión que el material peptídico recogido de la co-

lumna Sephadex G-25, contiene a lo menos dos sustancias peptídicas

de diferente naturaleza y que se separan nítidamente.

Con un flujo adecuado que permitía colectar en los tubos del

fraccionador volúmenes aproximados de 10 mi, se encontró que entre

las fracciones que iban del tubo 22 al 29, o sea, cuando habían escu-

rrido 220 a 290 ce del eluyente, salía un material provisto de una
actividad biológica especialmente revelable sobre la presión arterial

de rata nefrectomizada; en cambio, con escasa actividad ocitócica y
que en la rata con presión arterial normal, se manifestaba general-

mente, con efecto hipotensor o bifásico del tipo de la bradiquinina.

Estas diferencias farmacológicas se hicieron más acentuadas

concentrando el material por liofilización. En efecto, las soluciones de
los tubos 22 al 29, como la de los tubos 32 al 37, se liofilizaron en
balones separados y los residuos se disolvieron en 5 mi. Los ensayos

farmacológicos hechos con estas soluciones sobre la presión arterial

de rata normal, demostraron que la primera fracción, tubos 22 al

29, en dosis 0.1-0.2 mi, es manifiestamente hipertensora, como la

angiotensina; en cambio, la segunda solución, tubos 32 al 37, da
efectos comparables con los de la bradiquinina, efectos bifásicos o
hipotensores. Ensayadas estas mismas fracciones en duodeno de rata,

se ve que tienen ün comportamiento cualitativamente semejante, aun-
que la segunda fracción es de efectos más intensos. Además, como
ya se ha hecho ver, esta fracción desde el punto de vista ocitócico, es

mucho más activa que la primera (Figs. 11 y 12).

SEPARACIÓN POR ELECTROFORESIS A PRESIÓN

La efectroforesis a presión, realizada como se ha descrito, per-

mitió establecer la naturaleza heterogénea del material recogido en
columna Sephadex G-25. De este material, y de acuerdo con las zortas

de absorción, se obtuvo diversas fracciones las que liofilizadas y sus-

pendidas a pequeños volúmenes de agua destilada, fueron sometidas
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a electroforesis. De éstas sólo la fracción comprendida entre los tu-
bos 12 y 17 contenían material activo sobre la presión arterial o
sobre el útero aislado. Las demás fracciones ensayadas carecían de
actividad. Las seis fracciones obtenidas fueron probadas en las mis-
mas condiciones en la hoja de papel y estudiada su migración, reve-
lando al cabo de media hora con ninhidrina (Figs. 13, 14 y 15).

La fracción 1 revela un componente de migración aniónica y
dos correspondientes a aminoácidos; la mancha principal tiene una
migración semejante a la serina o treonina.

La fracción 2 revela un arrastre intenso en la misma zona de
la serina o treonina; no se observan manchas aisladas.

La fracción 3 revela claramente aminoácidos como alanina,
glicina, arginina y usina; en una mancha intensa se observan amino-
ácidos neutros y, posiblemente, los mismos componentes de la fracción
2 superpuestos.

15

íVO
Polipeptidos no activos

Am. básicos Polipeptidos activos

Lis. Hís.Ar. Gli. Al. Am. Neutros

o o v©

Lis.His.ArGli. AL Am. Neutros ¿Asp?

Amino Ácidos

O <§te o (¿i)
CÁTODO ( Amino Ácidos

O
Pigmentos AN0D0(+ ,

Fig. 15.- Electroforesis de fracciones de anefrotensina aislada en columna Sepha-
dex G-25. Revelado con ninhidrina 0.01%; buffer veronal pH 8.6.

Las fracciones 2 y 3 contienen los productos activos, siendo
la fracción 2 más pura que la fracción 3.
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La fracción 4 se presenta muy abundante en aminoácidos;

llama la atención la presencia de sustancias que migran al polo posi-

tivo y que no se han identificado.

Las fracciones 5 y 6 contienen pequeños vestigios de amino-

ácidos, además de una fuerte pigmentación, lo que explica lo no-

table de la absorción espectrográfica a 244 m/x en esta parte de la

curva.

En electroforesis a pH alcalino el material activo migra hacia

el cátodo; en tanto que a pH 2.0 la migración se hace hacia el ánodo.

16
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mm He
—120

- 80

1 2

17

3 U 5 6 7 8 9 10 11 12

¿0

200

1 2 3 U 5678 9 10 11 12 13 \U 15 161718 19

Fig. 16.— Efectos sobre presión arterial de rata normal de diversas secciones de

angiotensina II y kalidina, provenientes de cromatografía ascendente sobre papel.

Fig. 17.— Efectos sobre presión arterial de rata nefrectomizada de diversas secciones

de angiotensina y anefrotensina, provenientes de cromatografía ascendente sobre

papel. Fig. 18 — Estudio cromatográfico sobre papel. Se aplicó 17.25 mg de ane-

frotensina semi purificada por columna Sephadex G-25; 32.5 meg de angiotensina

III y 75 meg de kalidina. Se indican las secciones que se ensayaron en A, B, C y D.
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SEPARACIÓN CROMATOGRAFICA ASCENDENTE EN PAPEL.

El material activo recogido de la columna Sephadex G-25 y
liofilizado fue sometido a análisis cromatográñco lo que permitió esta-

blecer los siguientes resultados: el material obtenido por separación
en columna Sephadex es heterogéneo y está constituido a lo menos
por 4 diferentes peptidos de distinta movilidad en el papel, a juzgar
por el revelado con azul de bromo fenol y cloro. En las Figs. 16, 17,

18, 19 y 20, reproducción de la tira de papel utilizada en la cromato-
grafía, puede verse la existencia de 3 manchas definidas, en tanto
que para angiotensina y kalidina aparece una sola mancha.

Tiras de papel impregnadas con los distintos polipeptidos fue-

ron estudiadas biológicamente al final de la cromatografía tomando

1234 567 8 9 10 11

20

t dinJLl
1 2 3 U 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 19 — Contracciones de útero aislado sumergido en un baño que contiene so-

lución Tyrode. Fig. 20 — Contracciones de útero aislado sumergido en un baño
que contiene solución Tyrode.
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las secciones correspondientes a la misma altura en que aparecían las

manchas reveladas con azul de bromo fenol. Las pruebas biológicas

mostraron que 2 de las manchas, las más cercanas al punto de partida

(A y B) eran biológicamente activas, no así la más elevada (C). Entre

A y B se pudo establecer diferencias cualitativas muy evidentes, por

cuanto el material correspondiente a la mancha A resultó muy efectiva

sobre la presión arterial, en tanto que el correspondiente a la man-

cha B resultó más intensa sobre el útero.

Las tiras obtenidas de cromatografía de anefrotensina, permi-

ten distinguir la existencia de zonas fluorescentes que corresponden,

por su altura, con exactitud a zonas que se tiñen intensamente con la

reacción de Sakaguchi (arginina). Con el material de anefrotensina

extraído de columnas Sephadex G-25 se hizo cromatografías por

19 horas sobre una ancha hoja de papel en la que se colocaron varias

cargas de 5 mg. Se cortó cuidadosamente la zona fluorescente que

aparecía a la altura del cm 9? y 10? en las tiras correspondientes. La
ubicación de estas manchas fue fácil establecer por la ligera fluores-

cia de la luz ultravioleta y por la reacción de Sakaguchi.

De los segmentos correspondientes a las manchas del cm 9?

y 10° de 7 tiras, previa elución con agua destilada y liofilización, se

hizo un ensayo biológico demostrándose que correspondían a material

activo con las características ya señaladas. Se hizo la comparación de

las actividades biológicas, con bradiquinina, angiotensina y kalidina,

lo que permitió establecer los siguientes dato!: al material eluído

de uno de los segmentos de la tira demostró efectos sobre la presión

arterial hipertensor, tanto en la rata normal como nefrectomizada y
su efecto ocitócico fue prácticamente nulo; en cambio, el material

obtenido del otro segmento, si bien fue de intenso efecto hipertensor,

en la rata nefrectomizada, fue de potente acción ocitócica y franca-

mente hipotensor en la rata normal.

Resultados semejantes fueron confirmados en varios experi-

mentos, con lo que queda establecido, de manera firme, que existen

en el material recogido de la columna Sephadex G-25, a lo menos,

dos peptidos activos. Mientras uno, el más ocitócico, tiene caracte-

rísticas muy semejantes a la bradiquinina, el otro no se identifica con

ninguno de los peptidos puros que se utilizaron para la comparación,

esto es: angiotensina valil 5 y kalidina. La determinación del Rf en

papel de un modo preciso no pudo obtenerse, resultando magnitudes

variables aun para polipeptidos purificados que sirvieron de compa-

ración, debido, probablemente, a que la temperatura no se pudo

mantener constante durante las determinaciones; por esta razón con-

signamos los Rf correspondientes a las fracciones identificadas.
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DISC USION

A pesar que la investigación realizada se encuentra en etapas

preliminares, aparece como un hecho claro que el material peptídico

que se forma durante la incubación del suero y cuyo efecto biológico

fue atribuido a la presencia de un peptido, la anefrotensina, es en
realidad una mezcla que contiene, al menos dos sustancias biológica-

mente activas. Aparte de esto, el análisis cromatográfico sobre papel
índica la existencia de otras dos fracciones peptídicas que son inertes

del punto de vista ocitócico y sobre la presión arterial de rata.

Respecto a la naturaleza química de los dos peptidos activos

que fueron claramente identificados en la columna de carboximetil-

celulosa, sólo podemos conjeturar que uno de ellos, por sus efectos

farmacológicos, resulta idéntido a la bradiquinina. Estas suposiciones

se han visto confirmadas en investigaciones que hemos realizado estu-

diando el Rf de esta fracción purificada con la de bradiquinina.

Respecto a la otra fracción activa que se demuestra distinta

de la bradiquinina y angiotensina II valil 5, correspondería a un
peptido al cual habría que reservar el nombre de Anefrotensina. Sus

propiedades se identifican con las del producto menos purificado, al

cual se le asignó primitivamente el nombre de anefrotensina y que
se caracteriza por ser relativamente menos ocitócico que cualquiera

de los otros peptidos del grupo de las plasmakininas.

Esta fracción tiene cierta semejanza farmacológica con la angio-

tensina porque sobre el duodeno tiene efecto relajador. Otros estudios

permiten adelantar que la anefrotensina, a diferencia de la bradiqui-

nina, es parcialmente inactivada por la pepsina.

iJTERO P.R.N. P.R.Nf Duodeno

Bradiquinina + + + Baja Sube o

difásica

Relaja

Kalidina + + + Baja Sube o

difásica

Relaja

Angiotensina + + Sube Sube Relaja
Anefrotensina + Sube Sube Relaja

P.R.N. Presión rata normal.

P.R.Nf. Presión rata nefrectomizada.

CON CL USIO NES
Se hizo un estudio cromatográfico utilizando columna de

Sephadex G-25, DEAE-Celulosa y carboximetilcelulosa, como tam-

bién en tira de papel, del material semipurificado de anefrotensina

obtenido del suero de perro nefrectomizado.

La cromatografía ascendente nos pareció poco adecuada para

la identificación y diferenciación, ya que descontando a la kalidina
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se encontró poca diferencia en el Rf de la angiotensina y de la bradi-

quinina. Nuestra atención estuvo especialmente dirigida a la identi-

ficación del material que no es identificable con ninguno de los poli-

peptidos hasta aquí estudiados y que correspondería, por su caracte-

rística, al principal constituyente de la anefrotensina y al cual habría

que reservarle el nombre de tal.

Esta fracción se reveló de acción hipertensora aunque débil en

la rata normal y más intensamente hipertensora en la rata nefrecto-

mizada; contrae el útero, pero a dosis relativamente altas y sobre el

duodeno tiene efecto relajador.

Podemos concluir que hemos identificado dos fracciones pep-

tídicas distintas en el material crudo semi-purificado, que en inves-

tigaciones anteriores se asignó con el nombre de anefrotensina. Uno
de estos materiales sería un peptido cuyas características farmacoló-

gicas no coinciden ni con la kalidina ni con la bradiquinina, ni con

las angiotensinas. Este peptido estaría acompañado como contami-

nante de otros peptidos que, a juzgar por sus características farmaco-

lógicas y cromatográficas, sería la bradiquinina. No se excluye la po-

sibilidad que exista una tercera o más sustancias, pero en la dosis

empleada por nosotros carecen de acción en los tests biológicos uti-

lizados.

Una de las sustancias identificadas correspondería a un pep-

tido que diferiría de las plasmakininas y angiotensina valil 5 y es

el principal constituyente que se formaría durante la incubación acida

del suero sanguíneo del perro nefrectomizado, al que correspondería

el nombre de anefrotensina. El otro componente se identificaría con

la bradiquinina.

Estos dos componentes no son separables en la columna de

Sepahdex pero pueden separarse en columnas de carboximetilcelulosa

y en cromatografía sobre papel.
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