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RESUMO

0 erpre;0 de preparagad cruds estocdadds para o isolamento de tireotro-
fina (isi) numana foi avaliado de acoruo coi ROOS e cols. & partir ue ura
fragao colateral obtida durante a puriticagao dJe normoni— de crescimento de
nipofises congeladas (SUilwUkiWii). Seis preparagdes cruas de 1Sn foram esto
cauas a -209C durante alguns anos para posterior purificagac. Uma delas foi
purificada por cromatografias sucessivas ein Sephadex (-1Ju, nidroxilapatita
e SP-Sephadex C50. O conteldo de 1'Shi presente nas fracoes cromatograficas i
solacas e reunidas em waa mistura foi ensaiado por radicimunocensaio especi-
fico desenvolvido em nossos lavoratorios. /v determinacdo proteica das fra -
goes e misturas foi realizada por nedida da absoriancia a 230 nia e pelo me-
todo de Lowry e Cols., respectivamente. A atividade do T'Sh aumentou oito ve-
zes durante a purificagdo tendo o iSii purificado a metade da potencia radio
imunol¢yica daquela descrita por koos e cols. Us resualtados sugerem a ade -

quagao de prepardagoes estocadas por lonjo tempo na obtengao de 'Sii puro.

PURIFICATION OF THYROTROPIN FROM HUMAN HYPOPHYSIS:
PRELIMINARY PREPARATION

ABSTRACT

The adequacy of stored crude preparations for isolation of human try-
rotropin (I'SH) 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 -209C during seve -
ral years for further purification. One of these preparations was purified
by sucessive chromatographies on Sephadex G-1U0, hydroxylapatite and SP-Se-
phadex C50. The TSH content present in the chromatographic fractions and in
the pools was assayed by specific radioimmunoassay developed at cur labora-
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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 during the purification and
the TSH purified had a radioimmunological potency around half that de -
scribed by Roos at al. The results suggest the fitness of long tine stored

preparations in the attainment of pure T€i.

INTRODUGAO

A introdugao de celuloses de troca ionica, na década de 50, para a
cromatografia de proteinas resultou no isolamento de preparagoes de TS de
potencia elevada. O TSH bovino foi o primeiro a ser purificado, seguido do
hormonio humano, ovino, de baleia e porcino (1). Cendliffe em 1963 (2) pu-
rificava o TSl humano empregando fragoes colaterais, obtidas no isolamento
do hormonio de crescimento. A partir de entao varios experirmentos foram con
duzidos para a obtengao deste normonio humano, empregando diferentes tecni-
cas cromatograficas (3-10).

Desde o inicio da década de 70 que pesquisadores desta Divisdo de Me-
dicina estao empenhados na extragao e purificagdo de hormonios adeno-hipofi
sarios humanos (11), tendo ja extrafuo, purificado e caracterizado ¢ hormo-
nio de crescimento (hGH), para fins terapeuticos e de diagnostico por radio
immoensaio (12,13).

0 presente estudo tem por objetivo testar a viabilidade do emprego de
diferentes preparagdes cruas para o isolamento ¢e hTSH provenientes de ex -
tragoes de hGi no IPEN-CNEN/SP (SOMATORMON), que permaneceram estocadas des
de o periodo de 1981 a 1982.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados a u4?C.

A técnica de extragdo do hTSH empregada foi a descrita por Roos e co-
laboradores (7), a qual parte de produtos colaterais obtidos durante a ex -
tragdo do hGH. 0 procedimento envolve homogeneizagdo das glandulas, extra -
gao do homogeneizado, fracionamento com sulfato de amonio e cromatografia
de exclusao molecular em gel Sephadex G-100. Quando do preparo do hGh em
nossus laboratorios, foram separadas seis preparagoes de extratos crus de
hTSH, referentes ao segundo pico (pico II) obtido na cromatografia em Sepha
dex G-100 do extrato hipofisario (Figura 1). Essas preparagdes foram armaze
nadas a -209C desde o periodo compreendido entre 1981 e 1982, na forma lio-
filizada (Tabela I).

Anostras dessas preparacoes (20 mg) foram dissolvidas en dois milili-
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tros de agua e dialisadas em tampao fosfato de potassio 0.1 M, pH 7.0, con-
tendo NaCl 0.3 M. Depois de devidamente diluidas nesse mesmo tampao, foram
determinadas suas concentracoes proteica e tireotrofica, a fim de se esti -
mar a atividade de TSH das mesmas.

0 teor preteico total foi estimado indiretamente par leitura espectro
fotometrica a 280 nm, assumindo que o valor de absorbancia igual a 1.0 cor—
responde a uma solucao com concentragao de 1 mg/ml (7).

Para a determinagao do hTSH desenvoiveu-se metodo radioimunologico em
pregando-se hISH altamente purificado para radioiodagao e seu anti-soro es-
pecifico, obtidos por doagao do "National Institute of Arthritis, Diabetes
& Digestive 8 Kidney Diseases" (1lu). O padrao de hSTH utilizado foi o pa -
drao "63/14 MRC Research Standard A", também conhecido como "MRC A" e "In -
temational Reference Substance a (INRSA)". Este padrao foi estabelecido em
1966 com relagao ao TSH bovino pelo "National Institute for Medical Rese -
arch, Mill Hill, Lordres (15). A atividade do hTSH foi expressa em unida -
des por miligrama (u/mg), sendo 0.05 U a atividade do conteudo de uma ampo-
la do "MRC A" contendo 33 ug.

A partir da preparacao de extrato cru de hTSH de potencia similar a
descrita por Roos e cols. (7), realizou-se uma purificagac preliminar a fim
de se testar a viabilidade do emprego desses extratos na obtengac de hTSH
altamente purificado, atraves de cromatografias sucessivas.

Uma pequena amostra (1.5g) do extrato referente a preparagao C (Tabe-
la I) foi dissolvida em seis mililitros de agua e dialisada em tampao fosfa
to de potassio 0.1 M, pH 7.0, contendo NaCl 0.3 M. Apos didlise o extrato
foi recromitografado em coluna de gel Sephadex G-100 (2.5 x 45 cm), equili-
brada e eluida com este mesmo tampio, coletando-se fragOes de dois milili -
tros, com fluxo de 12 ml/h. O conteldo de proteina e de 1Sii dessas fragoes
foi determinado por leitura a 280 nm e radioimunoensaio, respectivamente .
As fragoes com maior atividade especifica de ni'Sti foram reunidas, concentra
das por ultrafiltracao, dialisadas em tampac fosfato de potassio 0.03 M
pH 7.0 e submetidas a subsequente purificagao.

A determinacao proteica das fragoes reunidas foi realizada pela rea -
gao de Folin-Ciocalteau modificada por Lowry e colaboradores (16), empregan
do soro albumina bovina (SAB), fragao V (Sigma), como a proteina de referen
cia.

A etapa seguinte de purificagdo foi uma cromatografia de adsorgac em
coluna de hidroxilapatita (2.5 x 3.7 cm), equilibrada com o tampao fosfato
de potassio 0.03 M, pH 7.0, havendo uma pequena perda durante a aplicagao
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da amostra na coluna.

A hidroxilapatita (fosfato de calcio) foi preparada em nossos labora-
torios segundo o método de Tiselius e colaboradores (17), precipitando clo-
reto de calcio 0.5 4 com fosfato di-sodico 0.5 M a temperatura ambiente;
sendo o precipitado constituico principalmente por brushita que e converti-
da a hidroxilapatita.

A coluna foi eluida com o mesmo tampao fosfato de potassio em concen-
tragoes crescentes (0.03, 0.05, 0.2 e 0.5 M) e pH constante;com fluxo de
8.8 ml/h, coletando-se fragoes de dois mililitros. As fragoes com maior ati
vidade especifica de TSH foram reunidas, dialisadas em tempao fosfato de po
tassio 0.005 M, pH 7.0 e submetidas a etapa final de purificacao.

A purificacdo final foi uma cromatografia de troca ionica em coluna
de SP-Sephadex G-50 (1.6 x 20 cm), equilibrada com o mesmo tampao de diali-
se. A coluna foi eluida com concentragoes crescentes do mesmo tampao fosfa-
to de potassio (0.005, 0.02, 0.06 e 0.5 M) a pH constante; con fluxo de 8
ml/h, coletando-se fragoes de dois mililit:os.

RESU.,TADOS L DISCUSSAO

A Figura 1 exibe un cromatograma tipico de uma das purificacoes do
hGH em gel Sephadex G-100. As fragoes correspondentes ao pico II (area ha -
churada) foram reunidas para posterior obtengao do hTSH, sendo as fragoes
correspondentes ao pico III referentes ao hGH purificado.

A Tabela I apresenta as caracteristicas das seis preparacoes de extra
tos crus de hTSH provenientes da extragao de hGH. Essas preparacoes refe-
rem-se as fragoes de pico II que foram reunidas, concentradas e liofiliza-
das sem prévia dialise; incluindo portanto no seu peso a glicina e o fosfa-
to presentes no tampao de eluicao das mesmas. A preparacac C, estocada a
-209C desde 1981, foi utilizada na purificagao preliminar, apresentando ati
vidade especifica de TSH de 0.29 U/mg, similar a descrita por Roos e cols.
(0.24 U/mg), (7).

A Figura 2 apresenta o perfil cromatografico da repurificagio da pre-
paracao C (39.11 mg de proteina) em gel Sephadex G-100; o qual foi emprega-
do em substituicao ao Bio-gel P-150 (7) por possuirem intervalos de fracio-
namento correspondentes. As fragoes de maior atividade especifica do hISH
(de nimeros 30 a 55) foram reunidas e apresentaram apos concentracao e dia-
lise 9.85 mg de proteina 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 dononstra o cromatograma da purificagao em hidroxilapati -



ta. No preparo deste fosfato de calcio obteve-se em duas preparagoes 410 ml
de precipitado, rendimento este similar ao da literatura que preve rendimen
to de 400 a 500 ml de precipitado para a mistura de duas preparagoes (18).A
hidroxilapatita apresentou valor de adsorgao de 16 ng de SAB por grama seco
e taxa de fluxo minimo da ordem de 7 ml/h. Lstes mesmos valores apresenta-
dos pelo produto camercial empregado por Roos e cols. (7), sao 10 mg/g e 62
ml/n, respectivamente.

Pela analise do perfil cromatografico exibido na Figura 3, pode-se ab
servar que ao contrario da cromatografia realizada por Roos e cols.(7),mui-
to pouca proteina foi eluica da coluna com o tampao fosfato de potassio
0.05 M. Foram reunidas as fragoes eluidas com o tampao na concentragao 0.2
M (de numeros 130 a 150), que apresentaram maior atividade especifica de
RTSH. Apos dialise, a mistura contendo 2.26 mg de proteina teve sua ativida
de de hTSH aumentada apenas 1.3 vezes; enguanto que o incremento obtido
por Roos e cols. (7) nessa mesma etapa foi de 4.7 vezes. Lste fato pode ser
explicado pela falta de resolucao na separacdo do material proteéico eluido
com o tampao nas concentragoes 0.05 e 0.2 M. A recuperagao nao pode ser cam
parada a partir desta etapa, devido a perda ocorrida durante a aplicacao da
amostra.

Na Figura 4 esta representado o cromatograma da purificagdo final do
nTSii e SP-Sephadex C-50. As fragoes de numeros 137 a 143, eluidas com o
tampao fosfato de potassio 0.Ub M e cam maior atividade especifica de hTSH
foram reunidas e apresentaram 42 ug de proteina em 12 ml de solugao final.
lesta ultima etapa de purificagao, ocorreu o maior aumento na atividade es-
pecifica 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 recuperagoes das su
cessivas purificagoes do hTSH. As recuperacoes se referem ao material que &
submetido a ultrafiltragao e dialise, ocorrendo perdas inerentes a essas o~
peracoes.

Pode-se cbservar 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).

Porem, apesar das perdas ocorridas e do baixo rendimento, a potencia
do hTSH obtido foi cerca da metade (19) e um quarto (17) daquelas determina
das por redioimuncensaio em outras preparagdes, empregarkic o mesmo padréo
"MRC A",

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



~209C, esses extratos crus de hTSH podem ser utilizados para a purificagio
deste hormonio hipofisario.
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Para a determinagao do hISH desenvolveu-se método radioimunologico em
pregando-se hTSh altamente purificado para radioiodagao e seu anti-soro es-
pecifico, obtidos por doagao do “"National Institute of Arthritis, Diabetes
& Digestive & Kidney Diseases" (14). O paurao de hTSH utilizado foi o pa -
Grao "63/14 MRC Research Standard A", tambem conhecido como "MRC A" e "In -
temational Reference Substance A (INRSA)". Lste padrao foi estabelecido em
1366 com relagao ao TSH bovino pelo “iational Institute for Medical Rese -
arch”, Mill Hill, Londres (15). A atividade do hTSH fol expressa em unida -
des por miligrama (U/mg), serdo 0.05 U a atividade do conteudo de uma ampo-
la do "MRC A" conterdo 33 ug.

a partir da preparacao de extrato cru de hTSi de potencia similar a
descrita por Roos e Cols. (7), realizou-se uma purificagao preliminar a fim
de se testar a viabilidade do emprego uesses extratos na obtengao de  hTSH
altamente purificado, atraves de cramatografias sucessivas.

Uma pequena amostra (1.5g) do extrato referente a preparagao C (Tabe-
la I) foi dissolvida em sais mililitros de agua e dialisada em tampao fosfa
to de potassio 0.1 M, pli 7.0, contendo iaCl 0.3 M. Apos dialise o extrato
foi recromatografado em coluna de gel Semnadex G-100 (2.5 x 45 am), equili-
brada e eluida com este mesmo tampao, coletando-se fragoes de dois milili -
tros, com fluxo de 12 ml/h. O conteldo de proteina e de TSH dessas fiagoes
fol determinado por leitura a 280 nm e rauioimunocensaio, respectivamente .
As fragoes com maior atividade especifica de hiSii foram reunidas, concentra
das por ultrafiltragdo, dialisadas em tampao fosfato de potassio 0.03 i, pH
7.0 e submetidas a subsequente purificagao.

A determins;3o proteica das frugoes reunidas foi realizada pela rea -
cao de Folin-Ciocalteau modificada por Lowry e colaboradores (16), empregan
do soro albumina bovina (SAs), fragao V (Sigma), com a proteina de referen
cia.

A etapa seguinte de purificagao foi uma cromatografia de adsorgao em
coluna de hidioxilapatita (2.5 x 3.7 an), equilibrada com o tampao fosfato
de potassio 0.03 i, pti 7.0, havendo wm pequena perda durante a aplicagao '
da amostra na coluna.

A hidroxilapatita (fosfato de calcio) foi preparada er nossos labora-
torios segundo o metodo de Tiselius e colaboradores (17), precipitando clo-
reto de calcio 0.5 M com fosfato di-sédico u.5 M 3 temperatura ambiente;sen
do o precipitado constituido principaimente por brushita que € convertida a
hidroxilapatita.

A coluna foi eluida com o mesmo tampao fosfato de potassio em concen-
tragao aescente (U.03, U.0b, 0.2 e L.Y 1) e pil costante; com fluxo de 8,8ml/



h, coletando-se fragoes de dois mililitros. As fragoes com maior atividade
especifica de TSi foram reunidas, dialisadas em tampdo fosfato de potassio
0.005 M, pli 7.0 e submetidas a etapa final de purificagao.

A purificacdo final foi uma cromatografia ue troca ionica em c~luna
de SP-Sephadex C-50 (1.6 x 20 cm), equilibrada com o mesmo tampao de diali-
se. A coluna foi eluida com concentragoes crescentes do mesmo tampao fosfa-
to de potassio (0.005, 0.02, 0.06 e 0.5 M) a pH corstante; com fluxo de

8 ml/h, coletando-se fragoes de dois mililitros.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 exibe um cromatograma tipico de uma das purificagoes do
hGH em gel Sephadex G-100. As fragoes correspondentes ao pico II (area ha -
churada) foram reunidas para posterior obtencao do hTSl, sendo as fracoes '
correspondentes ao pico III referentes ao hGii purificado.

A Tabela I apresenta as caracteristicas das seis preparagoes de extra
tos crus de hlSii provenientes da extragao de hGil. Essas preparagoes refe -
remrse as fragoes do pico II que foram reunidas, concentradas e liofiliza -
das sem prévia dialise; incluindo portanto no seu peso a glicina e o fosfa-
to presentes no tampao de eluigao das mesmas. A preparagao C, estocada a
-209C desde 1981, foi utilizada na purificagao preliminar, apresentundo ati
vidade especifica de TS de 0.29 U/mg, similar a descrita por Roos e cols .
(024 U/mg), (7).

A figura 2 apresenta o perfil cromatografico da repurificagao da pre-
paragdo C (39.11 mg de proteina) em gel Sephadex G-100; o qual foi emprega-
do em substituigdo ao Bio-gel P-150 (7) por possuirem intervalos de fracio~
namento correspondentes. As fracdes de maior atividade especifica de hTSH
(de nimeros 30 a 55) foram reunidas e apresentaram apos concentragao e dia-
lise 9.85 mg de proteina em 15 ml. A atividade do hISii aumentou 1.5 vezes ,
a metade do aumento apresentado por Roos e cols. (7) e o rendimento foi de
37%, similar ac de Roos e cols. (u0%), (7).

A figura 3 demonstra o cromatograma da purificacao em hidroxilapati -
ta. No preparo deste forfato de cilcio obteve-se em duas preparagoes 410 ml
de precipitado, rendimento este similar ao da literatura que preve rendimen
to de 400 a 500 ml de precipitado para a mistura de duas preparagoes (18) .
A hidroxilapatita apresentou valor de adsorgao de 16 mg de SAB por grama se
co e taxa de fluxo minimo da ordem de 7 ml/h. Estes mesmos valores apresen-
tados pelo pruduto comercial empregado por wos e cols, (7), sao 10 mg/g e
62 ml/n, respectivamente.

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




servar que o contrdrio da cromatografia realizada por Roos e cols. (7), mui
to pouca proteina foi eluida da coluna com o tampao fosfato de potassio

0.05 M. Foram reunidas as fragoes eluidas com o tampao na concentragao 0. 2
M (de nimeros 130 a 150), que apresentaram maior atividade especifica  de
hISh. Apos dialise, a mistura contendo 2.2 mg de proteina teve sua ativida
de de hTSH aumentada apenas 1.3 vezes; enquanto que o incremento obtido por
Roos e cols. (7) nessa mesma etapa foi de 4.7 vezes. bste fato pode ser ex-
plicado pela falta de resolugdo ra separagao do material proteico  eluido
com o tampao nas concentragoes .05 e J.2 il. A recuperacao nao jode  ser
comparada a partir desta etapa, devido a perda ocorrida durante ¢ aplica -
gao da amostra.

Na Figura 4 esta representado o cramatograma da purificagao final do
hTSH em SP-Sephadex C~50. As fragoes de numeros 137 a 143, eluidas cam o
tampao fosfato de potassio 0.06 M e com maior atividade especifica de hISH
foram reunidas e apresentaram 42 ug de proteina em 12 ml de solugao final .
Nesta (ltima etapa de purificagdo, ocorreu o maior aumento na atividade es-
pecifica do hTSt, 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 recuperagdes ao ma-
terial que € submetido a ultrafiltragac e dialise, ocorrendo perdas ineren-
tes a essas operagoes.

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, ar 'sar das perdas ocorridas e do baixo rendimento, a potencia
do hTSH obtido foi cerca,de metade (1Y) e um quarto (17) daquelas determi -
nadas por radioimunoensaio em outras preparagoes, empregando O mesmo padrao
"MRC A".

Pode-se concluir portanto que apesar do longo periodo de estacagem a
-209C, esses extratos crus de hISh podem ser utilizados para a purificagao
deste hormonio hipofisario.
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Preparacao Peso total do Proteinas totais®
liofilizado - _
(data) (g) (mg/100mg de |  (mg)
liofilizado)
A (1981) 29.80 1.638 : 500.64
B (1981) 13.70 2.55 T 349,35
C (1981) 11.40 2.47 | 281.58
D (1982) 6.30 2.18 : © O 137.34
L (1982) 22.15 112 248,08
F (1982) 33.55 1.19 g 382.91
Tabela 1

Preparacdes cruas de hiSli obtidas & partir da preparagdo de hGH.
0.8 ]

# Medida de absorbancia a 280 nm, assumindo que ¢ R
Etapa de Tsti . TSH
Purificagao atividade especifica atividade recuperada

(Wmg) U %
Sephadex G-100 M1)| 0.29%0.09(3) 1l.5 100
Sephadex G-100 (W2) | 0.143%0.12(6) 4.2 .37
Hidroxilapatita 0.5520.05(3) 1.2 11
SP-Sephadex C-50 2.29% 0.00(2) 0.1. 1

‘labela 11
Purificagao da tireotrofina numana hipofisaria.
Atividades especificas expressas como médias - desvios Padxdo, com o nime

ro de feterminagoes em pare:tuses.

i Band . licacs .




1"

Pl

Pill

Pl

Fig. 1

141
2
0
d

140

1200
™)

8CO 1000
Efjuente

800

400

Fig. 2

)

(8w /n HHSL
-

10

K
Frocles

120

w

0.8

04

02



12

Fig. 3

012
. 0”1
008
006
004

002

Fig. 4

i
M
s
H
i
.
H
4 b4
' s rOL
4
! o
' H A
\ re

' >

t '~. Z
\ A

! . H 1%
.3 4

|. ' d{;‘

ﬁ\ A ')".
’/“\_'P:\\ P24

(4

TSH{ U/ mg)



13

LEGENDx» DAS FIGURAS

Fig. 1:

Fig. 2:

Fig. u:

Representagao grafica da absorbancia a 260 nm das fragoes eluidas
pela cromatografia em gel Sephadex G-100 do hormonio de crescimento
humano.

Purificagao da preparagao de TSH humano por cromatografia de exclu-

sao molecular em gel Sephadex (-100.@ ~====-- e , absorbancia a
280 nm; @ —~—=——v ® , atividade de ISii.

Cromatografia em hidroxilapatita da preparagao de hISH apos a fil -
tragao em gel Sepnadex G-luU. @ =------ e , absorbancia a 260 nm,
@ ~~—m——m ® , atividade de TSH.

Cromatografia de troca ionica em Sk-Sepnadex G-50 das fragoes  de
T'Sli provenientes da cromatografia em hidroxilapatita.® -------- @ ,

absorbancia a 280 nm; @ ------- e , atividade de 'I'Sh.
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