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RESUMO

O emprego de preparação cruas estocauas para o isolairento de t i reot ro-

fina (ÍSii) numana foi avaliado ue acoruo coin KCOS e cols, a par t i r ue una

frcjção colateral obtida durante a purificação de norr.ôni^ de cresci-nento ãe

iiipófises congeladas (SüiVa/üRUJii). Seis piuporações cruas de TSn foram esto

cacias a -209C durante alguns anos para posterior purificação, urna delas foi

purificada por crarato,;rafias sucessivas en Sephadex G-lJü, nidroxilapatita

e SP-oephadex CSü. ü conteúdo de i'í>h presente nas frações cromatograficas i

solacias e reunidas em uua nústura foi ensaiaao por radioiniuioensaio especi-

fico desenvolvido em nossos laooratoriot;. /\ determinação proteica das fra -

çoes e misturas foi realizada por n^dida oa aosorbancia a 2dü ma e pelo mé-

todo de Lowry e Cols., respectivamente. A atividade do TSh aunentou oi to ve-

zes durante a purificação tendo o Tbii purificado a metade da potência radio

iinunolo^ica daquela descrita por koos e cols. Os resultados su&erem a ade -

quação de preparações estocadas por lonj*o tempo na obtenção de TSH puro.

PURIFICATION OF THYROTROPIN FROM HUMAN HYPOPHYSIS:

PRELIMINARY PREPARATION

ABSTRACT

'Die adequacy of stored crude preparations for isolation of human try-

rotropin (TSH) was evaluated according to Roos et al from a side -fraction

obtained during the purification of growtn hormone from frozen pituitaries

(SOMATORMON). Six crude TSH preparations were stored at -2Ü9C during seve -

ral years for further purification. One of these preparations was purified

by sucessive cnromatographies on Sephadex G-1UU, hydroxylapatite and SP-Se-

phadex C50. The TSH content present in the chrortBtojijraphic fractions and in

the pools was assayed by specific radioinmunoassay developed at cur labora-



tory. The protein determination of the fractions and pools was performed by

absorbance measurement at 280 nm and by the method of Lowry at al, respec -

tively. The TSH activity increased eight times daring the purification and

the TSH purified had a radioimmunological potency around half that de -

scribed by ftoos at al. The results suggest the fitness of long time stored

preparations in the attainment of pure TSn.

INTRODUÇÃO

A introdução de celuloses de troca iõnica, na década de Í>C, para a

cromatografia de proteínas resultou no isolamento de preparações de TSH de

potência elevada. 0 TSH bovino foi o primeiro a ser purificado, seguido do

hormônio humano, ovino, de baleia e porcino (1). Ccndliffe em 1963 (2) pu-

rificava o TSH humano ejnpregando frações colaterais, obtidas no isolamento

do hormônio de crescimento. Ã partir de então vários experimentos foram con

duzidos para a obtenção deste hormônio humano, empregando diferentes técni-

cas cromatográficas (3-10).

Desde o início da década de 70 que pesquisadores desta Divisão de Me-

dicina estão empenhados na extração e purificação de hormônios adeno-hipcfi

sírios humanos (11), tendo já extraíuo, purificado e caracterizado c hormô-

nio de crescimento (hGH), para fins terapêuticos e de diagnóstico por radio

imunoensaio (12,13).

0 presente estudo tem por objetivo testar a viabilidade do emprego de

diferentes preparações cruas para o isolamento de hTSH provenientes de ex -

trações de hGH no IPEN-CNEN/SP (SOMATORMOU), que permaneceram estocadas des_

de o período de 1981 a 1982.

MATERIAIS E MÉTODOS

Todos os procedimentos foram realizados a U9C.

A técnica de extração do hTSH empregada foi a descrita por Roos e co-

laboradores (7), a qual pa*te de produtos colaterais obtidos durante a ex -

tração do hGH. 0 procedimento envolve homogeneização das glândulas, extra -

ção do homogeneizado, fracionamento com sulfato de amônio e cromatografia

de exclusão molecular em gel Sephadex G-100. Quando do preparo do hGH em

nossos laboratórios, foram separadas seis preparações de extratos crus de

hTSH, referentes ao segundo pico (pico II) obtido na cromatografia em Sepha

dex G-100 do extrato hipofisário (Figura 1). Essas preparações foram armaze

nadas a -209C desde o período compreendido entre 1981 e 1982, na forma lio-

filizada (Tabela I).

Amostras dessas preparações (20 mg) foram dissolvidas em dois milili-



tro6 de água e dialisadas em tampão fosfato de potássio 0.1 M, pK 7.0, con-

tendo NaCl 0.3 H. Depois de devidamente diluídas nesse mesmo tampão, foram

determinadas suas concentrações protéica e tireotrófica, a fim de se esti -

mar a atividade de TSH das mesmas.

0 teor pretéico total foi estimado indiretamente por leitura espectro

fotométrica a 280 nm, assumindo que o valor de absorbância igual a 1.0 cor-

responde a una solução com concentração de 1 mg/ml (7).

Para a determinação do hTSH desenvolveu-se método radioimunológico em

pregando-se hTSH altamente purificado para radioiodação e seu anti-soro es-

pecífico, obtidos por doação do "National Institute of Arthritis, Diabetes

& Digestive & Kidney Diseases" (It). 0 padrão de hSTH utilizado foi o pa -

drâb "63/1U MRC Research Standard A", também conhecido como "I1RC A" e "In -

ternational Reference Substance a (INRSA)". Este padrão foi estabelecido em

1966 com relação ao TSH bovino pelo "National Institute for Medicai Rese -

arch", Mill Hill, Londres (15). A atividade do hTSH foi expressa em unida -

des por miligrama (u/mg), sendo 0.05 U a atividade do conteúdo de unia arapo-

la do "MRC A" contendo 33 ug.

Â partir da preparação de extrato cru de hTSH de potência similar à

descrita por Roos e cols. (7), realizou-se uma purificação preliminar a fim

de se testar a viabilidade do emprego desses extratos na obtenção de hTSH

altamente purificado, através de cromatografias sucessivas.

Uma pequena amostra (l.Sg) do extrato referente a preparação C (Tabe-

la I) foi dissolvida em seis mili litros de água e dialisada em tampão fosfa

to de potássio 0.1 M, pH 7.0, contendo NaCl 0.3 M. Após diálise o extrato

foi recroontografado em coluna de gel Sephadex G-100 (2.5 x 45 cm), equili-

brada e eluída com este mesmo tampão, coletando-se frações de dois milili -

tros, com fluxo de 12 ml/h. 0 conteúdo de proteína e de TSH dessas frações

foi determinado por leitura a 280 nm e radioimunoensaio, respectivamente .

As frações com maior atividade específica de hTSH foram reunidas, concentra

das por ultra*iltração, dialisadas em tampão fosfato de potássio 0.03 M ,

pH 7.0 e submetidas ã subsequente purificação.

A determinação protéica das frações reunidas foi realizada pela rea -

ção de Folin-Ciocalteau modificada por Lowry e colaboradores (16), empregan

do soro albumina bovina (SAB), fração V (Sigma), como a proteína de referên

cia.

A etapa seguinte de purificação foi uma cromatografia de adsorção era

coluna de hidroxilapatita (2.ò x 3.7 cm), equilibrada com o tampão fosfato

de potássio 0.03 M, pH 7.0, havendo uma pequena perda durante a aplicação



da amostra na coluna.

A hidroxilapatita (fosfato de cálcio) foi preparada era nossos labora-

tórios segundo o método de Tiselius e colaboradores (17), precipitando clo-

reto de cálcio ü.SM com fosfato di-sódico 0.5 M á temperatura ambiente;

sendo o precipitado constituioo principalmente por brushita que é converti-

da a hidroxilapatita.

A coluna foi eluida com o mesmo tampão fosfato de potássio em concen-

trações crescentes (0.03, 0.05, ü.2 e 0.5 M) e pH constante;com fluxo de

8.8 ml/h, coletando-se frações de dois mililitros. As frações com maior ati

vidade específica de TSH foram reunidas, dialisadas em tempão fosfato de po

tássio 0.005 M, pH 7.0 e submetidas a etapa final de purificação.

A purificação final foi uma cromatografia de troca iõnica em coluna

de SP-Sephadex G-50 (1.6 x 20 cm), equilibrada com o mesmo tampão de diáli •

se. A coluna foi eluida com concentrações crescentes do mesmo tampão fosfa-

to de potássio (0.005, 0.02, 0.06 e 0.5 M) a ph constante; com fluxo de 8

ml/h, coletando-se frações de dois mililitros.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Figura 1 exibe um cromatograma típico de uma das purificações do

hGH em gel Sephadex G-100. As frações correspondentes ao pico II (área ha -

churada) foram reunidas para posterior obtenção do hTSH, sendo as frações

correspondentes ao pico III referentes ao hGH purificado.

A Tabela I apresenta as características das seis preparações de extra

tos crus de hTSH provenientes da extração de hGH. Essas preparações refe-

rem-se ãs frações de pico II que foram reunidas, concentradas e liofiliza-

das sem prévia diálise; incluindo portanto no seu peso a glicina e o fosfa-

to presentes no tampão de eluição das mesmas. A preparação C, estocada a

-209C desde 1981, foi utilizada na purificação preliminar, apresentando ati

vidade específica de TSH de 0.29 U/mg, similar ã descrita por Roos e cols.

(0.2H U/mg), (7).

A Figura 2 apresenta o perfil cromatografioo da repurificação da pre-

paração C (39.11 mg de proteína) em gel Sephadex G-100; o qual foi emprega-

do em substituição ao Bio-gel P-150 (7) por possuírem intervalos de fracio-

namento correspondentes. As frações de maior atividade específica do hTSH

(de números 30 a 55) foram reunidas e apresentaram apôs concentração e diá-

lise 9.85 mg de proteína em 15 ml. A atividade de hTSH aumentou 1.5 vezes,

a metade do aumento apresentado por Roos e cols. (7) e o rendimento foi de

37%, similar ao de Roos e cols. (40%), (7).

A Figura 3 doitonstra o cromatograma da purificação em hidroxilapati -



ta. No preparo deste fosfato de cálcio obteve-se em duas preparações H10 ml

de precipitado, rendimento este similar ao da literatura que prevê rendimen

to de H00 a SOO ml de precipitado para a mistura de duas preparações (1B).A

hidroxilapatita apresentou valor de adsorção de 16 ng de SAB por grama seco

e taxa de fluxo mínimo da ordem de 7 ml/h. Estes mesmos valores apresenta-

dos pelo produto comercial empregado por Roos e cols. (7), são 10 mg/g e 62

ml/h, respectivamente.

Pela análise do perfil cromatográfico exibido na Figura 3t pode-se ob

servar que ao contrário da cromatografia realizada por Roos e cols.(7),nui-

to pouca proteína foi eluida da coluna com o tampão fosfato de potássio

0.0S M. Foram reunidas as frações eluidas com o tampão na concentração 0.2

M (de números 130 a 150), que apresentaram maior atividade específica de

hTSH. Após diálise, a mistura contendo 2.26 mg de proteína teve sua ativida

de de hTSH aumentada apenas 1.3 vezes*, enquanto que o incremento obtido

por Roos e cols. (7) nessa meõma etapa foi de 4.7 vezes. Este fato pode ser

explicado pela falta de resolução na separação do material protéico eluido

com o tampão nas concentrações Q.üí> e 0.2 M. A recuperação não pode ser com

parada ã partir desta etapa, devido a perda ocorrida durante a aplicação da

amostra.

Na Figura *• está representado o cromatograma da purificação final do

hTSh en SP-Sephadex C-50. As frações de números 137 a 1U3, eluidas cem o

tampão fosfato de potássio O.üb M e com maior atividade específica de hTSH

foram reunidas e apresentaram 42 ug de proteína em 12 ml de solução final,

iiesta última etapa de purificação, ocorreu o maior aumento na atividade es-

pecífica do hTSH, de H.l vezes, um pouco maior do que o descrito na litera-

tura (7), de 3.1 vezes.

A Tabela II apresenta os valores das atividades e recuperações das su

cessivas purificações do hTSH. As recuperações se referem ao material que é

submetido a ultrafiltração e diálise, ocorrendo perdas inerentes a essas o-

perações.

Pode-se observar pela análise da Tabela II que a atividade do hTSH au

mentou oito vezes, cerca de seis vezes menos que o aumento obtido por Roos

e cols. (7).

Porém, apesar das perdas ocorridas e do baixo rendimento, a potência

do hTSH obtido foi cerca da metade (19) e um quarto (17) daquelas determina

das por nãdiointunoensaio em outra? preparações, empregando o mesmo padrão

"MRC A".

Pode-se concluir portanto que apesar do longo período de estocagem a



-209C, esses extratos crus de hTSH podem ser utilizados para a purificação

deste hormônio hipofisãrio.
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Para a determinação do hTSH desenvolveu-se método radioinunologico era

pregando-se hTSh altamente purificado para raoioiodação e seu anti-soro es-

pecífico, obtidos por doação do "Wational Institute of Arthritis, Diabetes

& Digestive & Kidney Diseases" (14). 0 paurão de hTSH utilizado foi o p a -

orào "63/1W IRC Research Standard A", também conhecido como "MRC A" e "In -

temational Reference Substance A (INKSA)". liste padrão foi estabelecido em

19fa6 com relação ao TSH bovino pelo "National Institute for Medical Rese -

arch", Mill Hill, Londres (IS). A atividade <io hTSH foi expressa em unida -

des por miligrama (U/mg), sendo 0.Ü5 U a atividade do conteúdo de uma anpo-

la do "MRC A" contendo 33 ug.

à partir da preparação de extrato era de hTSH de potência similar ã

descrita por Roos e Cols. (7), realizou-se uma purificação preliminar a fim

de se testar a viabilidade do emprego uesses extratos na obtenção de hTSH

altamente purificado, através de cromatografias sucessivas.

Uma pequena amostra (1.5g) do extrato referente a preparação C (Tabe-

la I) foi dissolvida em sais mi li litros de água e dialisada em tampão fosfa

to de potássio 0.1 M, pli 7.0, contendo »JaCl 0.3 M. Após diálise o extrato

foi recronatografado em coluna de gel Sepiiadex G-100 (2.5 x 45 cm), equili-

brada e eluída com este mesno tampão, coletando-se frações de dois milili -

tros, com fluxo de 12 ml/h. 0 conteúdo de proteína e de TSH dessas fiações

foi determinado por leitura a 280 nm e rauioimunoensaio, respectivamente .

As frações com maior atividade específica de hTSH foram reunidas, concentra

das por ultrafiltração, diaUsadas em tampão fosfato de potássio J.03 H, pH

7.Ü e submetidas à subsequente purificação.

A determine jão proteica das frações reunidas foi realizada pela rea -

ção de Folin-Ciocalteau modificada por Lowry e colaboradores (16), empregan

do soro albumina bovina (SAb), fração V (Sigma), como a proteína de referên

cia.

A etapa seguinte de purificação foi uma cromatografia de adsorção em

coluna de hi&oxilapatita (2.5 x 3.7 cm), equilibrada com o tampão fosfato

de potássio 0.J3 M, ph 7.ü, havendo uina pequena perda durante a aplicação '

da amostra na coluna.

A hiuroxilapatita (fosfato de cálcio) foi preparada er nossos labora-

tórios segundo o método de Tiselius e colaboradores (17), precipitando clo-

reto de cálcio O.b M com fosfato di-sódico 0.5 M ã temperatura ambiente;sen

do o precipitado constituido principalmente por brusnita que é convertida a

hidroxilapatita.

A coluna foi eluida coin o mesmo tampão fosfato de potássio em concen-
tração crescente (Ü.Ü3, ü.üb, ü.2 e o.b .1) e pü costante; com fluxo de 8.8ml/



h, coletando-se frações de dois mililitros. As frações com maior atividade

específica de TSH foram reunidas, dialisaüas em tampão fosfato de potássio

0.005 H, pii 7.0 e submetidas a etapa final ue purificação.

A purificação final foi uma cromatografia ue troca iônica em r^luna

de SP-Sephadex C-50 (1.6 x 20 cm), equilibrada com o mesmo tampão de diãli-

se. A coluna foi eluida com concentrações crescentes do mesmo tampão fosfa-

to de potássio (0.005, 0.02, 0.0b e 0.5 M) a pH constante; com fluxo de

8 ml/h, coletando-se frações de dois milLlitros.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A figura 1 exibe um cromatograma típico de uma das purificações do

hGH em gel Sephadex G-100. As frações correspondentes ao pico II (área ha -

churada) forau reunidas para posterior obtenção do hTSH, sendo as frações '

correspondentes ao pico III referentes ao hGii purificado.

A Tabela I apresenta as características das seis preparações de extra

tos crus de hTSÍí provenientes da extração de hGil. Essas preparações refe -

rem-se ãs frações do pico II que foram reunidas, concentradas e liofiliza -

das sem prévia diálise; incluindo portanto no seu peso a glicina e o fosfa-

to presentes no tampão de eluição das mesmas. A preparação C, estocada a

-209C desde 1981, foi utilizada na purificação preliminar, apresentando ati

vidade específica de TSH de 0.29 U/mg, similar ã descrita por Rcos e cols .

(024 U/mg), (7).

A figura 2 apresenta o perfil cromatografico da repurificação da pre-

paração C (39.11 mg de proteína) em gel Sephadex G-100; o qual foi emprega-

do em substituição ao Bio-gel P-1S0 (7) por possuirem intervalos de fracio-

namento correspondentes. As frações de maior atividade específica de hTSH

(de números 30 a 55) foram reunidas e apresentaram após concentração e diá-

lise 9.85 mg de proteína em 15 ml. A atividade do hISH aumentou 1.5 vezes ,

a metade do aumento apresentado por Roos e cols. (7) e o rendimento foi de

37%, similar ao de Roos e cols. (40%), (7).

A figura 3 demonstra o cromatograma da purificação em hidroxilapati -

ta. No preparo deste forfato de cálcio obteve-se em duas preparações 410 ml

de precipitado, rendimento este similar ao da literatura que prevê rendimen

to de 100 a 500 ml de precipitado para a mistura de duas preparações (18) .

A hidroxilapatita apresentou valor de adsorção de 16 mg de SAB por grama t»e

co e taxa de fluxo mínimo da ordem de 7 ml/h. Estes mesmos valores apresen-

tados pelo produto comercial empregado por >oos e cols. (7), são 10 mg/g e

62 ml/n, respectivamente.

Pela analise do perfil cromatografico exibido na Figura 3, pode-se ob



sexvar que o contrário da cromatograf ia realizada por Roos e cols. (7), mui

to pouca proteína foi eluida da coluna com o tampão fosfato de potássio

0.05 M. Foram reunidas as frações eluiuas com o tampão na concentração 0. 2

M (de números 130 a 150), que apresentaram maior atividade específica de

hTSH. Pipos diálise, a mistura contendo 2.26 mg de proteína teve sua ativida

de de hTSH aumentada apenas 1.3 vezesi enquanto que o incremento obtido por

Roos e cols. (7) nessa mesma etapa foi de 4.7 vezes. Liste fato pode ser ex-

plicado pela falta de resolução na separação do material proteíco eluido

com o tampão nas concentrações Ü.OS e J.2 M. A recuperação não pode ser

comparada ã partir desta etapa, devido a perda ocorrida durante c aplica -

ção da amostra.

tia Figura 4 está* representado o croniatqgrama da purificação final do

hTSH em SP-Sephadex C-50. As frações de números 137 a 143, eluidas com o

tampão fosfato de potássio Ü.Ü6 M e com maior atividade específica de hTSH

foram reunidas e apresentara-n 42 ug de proteína em 12 ml de solução final .

Nesta última etapa de purificação, ocorreu o naior aumento na atividade es-

pecífica do hTSH, de 4.1 vezes, um pouco maior do que o descrito na litera-

tura (7), de 3.1 vezes.

A Tabela II apresenta os valores das atividades e recuperações ao ma-

terial que é submetido a ultrafiltração e aiãiise, ocorrendo perdas ineren-

tes a essas operações.

Pode-se observar pela analise da Tabela II que a atividade do hTSH au

mentou oito vezes, cerca de seis vezes menos que o aumento obtido por Roos

e cols. (7).

Porém, aj. ísar das perdas ocorridas e do baixo rendimento, a potência

do hTSH obtido foi cerca, do metade (iy) e um quarto (17) daquelas determi -

nadas por radioimunoensaio em outras preparações, empregando o mesmo padrão

"MRC A".

Pode-se concluir portanto que apesar do longo período de estacagem a

-209C, esses extratos cru? de nTSli podem ser utilizados para a purificação

deste hormônio hipofisário.
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Preparação

(data)

A (1981)

ri (1981)

C (19bl)

D (19«2)

L (1982)

F (1982)

Peso total do

liofilizado

<g>

29.80

13.70

11.40

6.30

22.15

33.55

Proteínas

(mg/100mg de

liofilizado)

1.6b

2.55

2.47

2.18

1.12

1.19 ,

totais*

(rug)

500.64

349.35

261.58

137.34

248.0d

3ò2.yl

I

Tabela I

Preparaçõs cruas de hTSli obtidas ã partir da preparação de htíH.

0 1%* Medida de absorbancia a 280 nm, assumindo que E * « 1.0,.

Etapa de

Purificação

Sephadex G-lüÜ (Ml)

Sephadex G-100 (H2)

hidroxilapatita

SP-Sephadex C-50

TSH
atividade específica

(u/mg)

0.29-0.09(3)

0.43*0.12(6)

0.55*0.05(3)

2.29- 0.00(2)

TSH

atividade recuperada

U %

11.5 100

4.2 . 37

1.2 11"

0.1. 1

Tabela li

Purificação da tireotrofina numaria hipofisãria. "

Atividades específicas expressas como médias - desvios Padrão, como o nume

ro de feterminações em parei i
*r\Yirrí nzk rüir>an+"o A Aril í CACAO CÍA
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LEGEND,, EAS FIGURAS

Fig. 1: Representação gráfica da absorbância a 2bO nm das frações eluidas

pela cromatografia em gel Sephadex G-100 do hormônio de crescimento

humano.

Fig. 2: Purificação da preparação de TSH humano por cromatografia de exclu-

são molecular em gel Sephadex ü-100.« — • , absorbância a

2òü nmi • • , atividade ae TStí.

Fig. 3: Cromatografia em hidroxilapatita da preparação de hTSH após a fil -

tração em gel Sepnadex G-luü. • • , absorbância a 2bO nm,

• • , atividade de TSH.

Fig. H: Cromatografia de troca iônica ein SF-Sepriadex G-5Ü das frações de

TSh provenientes da cromatografia em iiidroxilapatita.» • ,

absorbância a 28ü nmi • • » atividade de TSh.
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