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SUMARIO,  

O presente trabalho descreve o isolamento de hormônio tireotrófi 
co humano (hTSH) a partir de um sub-produto recém obtido na extra 
cão de hormônio de crescimento, empregando a mesma metodologia já 
utilizada em nossos laboratórios a partir de um extrato de hTSH 
liofilizado, armazenado durante 7 anos a -20QC. A adequação do 
hTSH isolado para marcação com 125 I no preparo do traçador do ra 
dioimunoensaio foi avaliada em comparação com o hTSH já obtido á 
partir de extrato cru liofilizado e aquele fornecido pelo NIADDK 
(USA) . 

ABSTRACT  

This paper reports the isolation of thyrotropin (hTSH) 	from a 
side-fraction obtained during the purification of growth hormone 
from whole frozen pituitaries. The procedure envolves the same 
process employed at our laboratory for the purification of hTSH 
from a freeze-dried side-fraction stored at -20QC for 7 years.The 
adequacy of the purified as a labelled reagent in the radioimmu 
noassay was evaluated in comparison with that hormone purified 
previously at our laboratory and with hormone supplied by the 
NIADDK (USA) . 
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INTRODUÇÃO  

A obtenção de hormônio tireotrõfico humano (hTSH), a par - 
tir de subproduto proveniente da extração de hormônio de cresci 
mento (hGH), tem sido investigada em nossos laboratórios, empre- 
gando-se extrato cru de hTSH liofilizado, armazenado durante se-
te anos a -209C. (1,2) 

O hTSH obtido, hTSH-IPEN-I, jã foi radioiodado e .avaliado 
como traçador de radioimunoensaio em comparação com o hormônio 
fornecido pelo "National Institute of Arthritis, Diabetes, Diges 
tive & Kidney diseases" (USA), NIADDK-hTSH-I6, fornecendo curvas 
padrão similares. (2) 

O presente trabalho tem por objetivo repetir o isolamento 
e aplicação do hTSH como traçador do radioimunoensaio, empregan-
do  porém extrato cru recém obtido na extração do hGH, comparando 
-o com os traçadores IPEN-I e NIADDK. Este estudo faz parte de 
um projeto desenvolvido para preparar reagentes biológicos de ra 
dioimunoensaio, a fim de substituir produtos importados. 

MATERIAIS E MÉTODOS  

O método de extração do hGH empregado foi o descrito por 
ROOS e Cols. (3), modificado por ASSIS e Cols. (4). Seguiu-se a 
técnica de isolamento do hTSH descrita por ROOS 'e Cols. (5), que 
também parte de produtos colaterais obtidos durante a extração 
do hGH. 

A extração foi realizada empregando-se glândulas hipofisá-
rias que permaneceram congeladas por aproximadamente quatro me-
ses, até perfazer um total de 165 glândulas (55g). Após limpas e 
secas elas foram submetidas a homogeneização intercalada de cen 
trifugação e decantação do sobrenadante, conforme indicado na fi 
gura 1. 

O extrato hipofisário foi concentrado para ser purificado 
em cromatografi: ascendente de exclusão molecular em gel de Se - 
phadex G-100. As frações correspondentes ao pico dos hormônios 
glicoprotéicos foram reunidos, concentradas e dialisadas contra 
o tampão fosfato de potássio 0,1 M 	p11.7,0 contendo NaCt 0,3 M. 

 Após a diálise, o extrato foi repurificado em coluna de Sephadex 
G-100, equilibrada com o mesmo tampão de diálise. 

As atividades especificas de hTSH das frações obtidas nes 
ta purificação foram determinadas pela medida de absorbância a-
280  nm, sendo a atividade do hTSH expressa em relação ao padrão 
"63/14 MRC Research Standard A" (0,05 U/ ampola contendo 33 ug)e 
assumindo um coeficiente de extinção de 1,0 (0,1% m/v; 1 cm),(5). 

As frações que apresentaram maior atividade especifica fo-
ram reunidas, concentradas, dialisadas e submetidas a purifica - 
ções sucessivas em cromatografias de adsorção (hidroxilapatita , 
BDH Chemical Co., England) e de troca iônica (SP-Sephadex C50), 
intercaladas por concentração e diálise, conforme indicado na 
figura 2. 

Determinou-se apenas a concentração protéica das frações 
obtidas nessas duas últimas etapas de purificação, pois já se sa 
bia a molaridade em que o hTSH seria eluido (1). 
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A atividade especifica do hTSH obtido nas diferentes eta-
pas de purificação foi determinada pelo radioimunoensaio (6) e 
pelo método de Lowry (7). 

O produto assim obtido, hTSH-IPEN-II, foi radioiodado pe-
lo método clássico da Cloramina T e purificado por°cromatogra - 
fia de exclusão molecular em Sephadex G-100 (2). As frações 
mais significativas do perfil cromatográfico foram  identifica - 
das pelo seu coeficiente de distribuição (Kd) e avaliadas pela 
sua ligação com. excesso de antissoro. (NIADDK -anti-hTSH-3 AFP -  
C 611818). 

Esse traçador ( 125I-hTSH-IPEN-II) foi analisado em compara -
ção com aqueles preparados com o hTSH-IPEN-I (2) e hTSH-NIDDK(6) 
péla eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) a 7% (8), em 
curvas de titulação do antissoro especifico e na determinação 
da concentração de amostras controle. Nesses ensaios empregou-
se um segundo antissoro.(Radioassay System Laboratories USA) pa 
ra separar o traçador ligado do livre no lugar de polietileno- 
glicol (6) e o programa computacional RIAKALK versão PC, recém 
implantado_em nossos laboratórios (9), para a resolução e análi 
se dos dados. 

RESULTADOS  E DISCUSSÃO  

A figura 3 exibe os cromatogramas das etapas de purifica-
ção do hTSH em Sephadex G-100 (duas purificações sucessivas),hi 
droxilapatita e SP-Sephadex C50. As áreas hachuradas referem - 
se às frações que foram reunidas e dialisadas para serem aplica 
das nas purificações subsequentes. 

Na purificação final o hTSH foi separado em dois picos,co 
mo observado na purificação anterior, realizada a partir de ex- 
trato cru não fresco (2), apresentando o segundo pico atividade 
especifica de hTSH mais elevada (2,28 contra 0,72 U/mg). Portan 
to, este segundo pico correspondeu ao.hTSH-IPEN-II (figura: 3D). 

Os valores da atividade e recuperação das sucessivas puri 
ficações do hTSH estão apresentados na tabela I..Nota-se que  'a  

-atividade  do hTSH aumentou 21 vezes durante sua purificação,cer 
ca de três vezes mais do que nas purificações anteriores,em que 
se empregou extrato cru mais antigo (1,2). 

Este incremento foi devido não apenas ao emprego de extra 
to cru fresco, como também ao uso de hidroxilapatita comercial, 
visto ter se obtido nesta cromatografia um aumento de três ve  - 
zes na atividade do hTSH, enquanto que nos anteriores, empregan 
do o produto preparado em nossos laboratórios, o aumento era de 
aproximadamente 1,5  vezes (1 , 2) . 

Entretanto, a repurificação em coluna de exclusão mole-
cular em Sephadex G-100 pareceu não ser muito eficiente, visto 
apresentar apenas a metade do aumento na atividade do hTSH (1 , 4 
vezes) daquele obtido por ROOS e Cols. (5). empregando Bio-Gel 
P-150 (3 vezes); o que explicaria o incremento final por ele ob 
tido de 46 vezes. 

Quando o hTSH-IPEN-II, recém obtido foi radioiodado,ele a 
presentou na purificação em Sephadex G-100 um pico imunorreati- 
vo com valor de Kd próximo ao dos traçadores IPEN-I e NIADDK(2), 
figura 4. Entretanto, o rendimento da marcação continou menor 

•  
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do que o obtido na radioiodação do hormônio NIADDK.  
A análise pela EGPA revelou serem os traçadores IPEN. re-

cém radioiodados, formados por um componente principal com va-
lor de migração relativa (Rm) próximo ao exibido pelo traçador  
NIADDK, que variou de 0,342 a 0,513 no exame de sete diferentes  
traçadores NIADDK, por um componente secundário que migra junto  
com o corante traçador (C.T.), também presente em menor propor-
ção no traçador NIADDK e pelo 125 I livre que conforme já obser  
vado em outros experimentos (10); migra um pouco mais à frente  
do C.T. (figura 5). Porém, observou-se pela incubação com exces  
so de antissoro e separação em EGPA que este componente secundá  
rio não é imunorreativo (figura 6), representando provavelmente  
uma forma danificada do hTSH radioiodado. Apesar do traçador  
IPEN-II ter apresentado uma maior porcentagem da forma imunor - 
reativa do que o IPEN-I (fig.5), a pureza dos traçadores IPEN  
foi inferior àquela do traçador NIADDK (apresentando um valor  
médio de 64,63% na análise de sete diferentes traçadores).  

Esses achados foram confirmados pelas curvas de titulo do  
antissoro especifico obtidas com esses traçadores, nas quais o  
IPEN-II apresentou-se mais  imunorreativo do que o IPEN-I (figu-
ra 7), porém menos reativo do que os traçadores NIADDK. Os valo  
res de ligação inespecifica desses traçadores (Tabela 2) também  
refletem sua pureza e são concordes com os resultados da análi-
se pela EGPA.  

Apesar de menos reativos, os traçadores IPEN forneceram  
resultados muito similares aos do traçador NIADDK quando se  
estimou a concentração de hTSH de três amostras controle, empre  
gando o.antissoro na diluição de 1:900.000 (tabela 2).  

Além disso, foram obtidas curvas padrão paralelas quando  
.se-utilizou o hTSH-IPEN-I como um padrão secundário do radioimu  
noensaio, em comparação com o padrão 63/14 MRC Research  
Standard A (figura 8).  

CONCLUSÕES  

A partir dos dados obtidos neste trabalho pode-se con - 
cluir que: O traçador preparado com o hTSH isolado em nossos la  
boratórios a partir de extrato cru recente (IPEN-II) apresentou  
maior pureza e maior ligação ao antissoro do que aquele prepara  
do com o hTSH isolado a partir de extrato liofilizado, armazena  
do por muitos anos a -20QC (IPEN-I). Portanto, apenas extratos  
crus frescos devem ser empregados em futuros estudos de isola - 
mento de hTSH para aplicação como traçador do radioimunoensaio.  

Apesar dos melhores resultados obtidos com o traçador  
IPEN-II, sua qualidade ainda está aquém daquela apresentada pe-
lo traçador NIADDK. Outros métodos de purificação do hTSH hipo  
fisário devem ser examinados a fim de que se obtenha um antige-  
no com um grau de pureza mais elevado e que forneça um traçador  
com a mesma qualidade daquele preparado com o antígeno NIADDK.  

O método empregado na extração do hTSH-IPEN, poderia vir  
a ser utilizado para a obtenção de um padrão secundário do ra - 
dioimunoensaio, desde que o produto obtido seja submetido a um  
criterioso estudo de padronização.  

o  
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Tabela 1 - Purificação do hTSH hipofisãrio 

Etapa de Purificação 	 hTSH 	 hTSH 

Atividade Especifica Atividade Recuperada 

(U/mg) 	 U 	 ó  

Sephadex G-100 	(*1) 0,11 8,1 100 

Sephadex G-100 	(*2) 0,18 8,5 100 

Hidroxilapatita 0,59 6,4 79 

SP-Sephadex C-50 2,28 0,2 2 

TABELA 2 - Resultados comparativos do radioimunoensaio de hTSH 
realizado com traçadores preparados com o antige-
no hormonal de diferentes procedências. 

Traçador % de ligação 	 Controles (uU/mt) 

Bo* 	NSB** 	 A 	B 	 C 

IPEN-I 	 16,7 	10,82 	 64,00 	33,0 	16,50 

IPEN-II 	 30,60 	4,97 	 60,34 	36,64 	13,12 

NIADDK 	 47,50 	3,87 	 73,18 	38,03 	13,19 

* Bo = Ligação do traçador com o antissoro na ausência de hTSH 

padrão zero da curva padrão). 

**NSB= Ligação inespecifica do traçador (branco do ensaio). 

• • • 
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GLANDULAS HIPOFISARIAS 
Homogeneizadas em tampão de extração* 

CENTRIjUGAÇAO 

Sobrenadante A 

  

Resíduo A 
4 

REEXTRAÇAQ (4 vezes) 

Resid
i
uo E 

(descartar) 

 

Sobrenadantes B,C,D,E 

 

Combinação dos sobrenadantes A,B,C,D,E 

TITULAÇÃO a pH 7,0 com NaOH 1 N 

PRECIPITAÇÃO PROTEICA 
Adição +lenta  da solução (NH 4 ) 2 SO4  saturada 

CENTRIFUGAÇÃO 

Precipitado 
DISSOLUÇÃO em solução aquosa** 

CENTRIF`UGAÇAO 

Precipitado 
(descartar) 

hGtH 

(EXTRATO 
jj
HIPOFISARIO) 

CONCENTRAÇAO 

SEPHAD4 G- 100 

Hormônios. Glicoprotéicos 

Sóbrenadante 
(descartar) 

Sobrenadante 

* Tampio de extração: 
Soluçáo 1 - 250 ml - Tampio fosfato de sódio 0,03 M pH 6,2 

Azida 0,02% 
EDTA 5 mM 
Trasylol 50 UI/ml 

Soluçáo 2 - 	1 ml - N-etilmalimida 	 250 mg 
p-hidroximercuribenzoato 	 720 mg 
Bacitracina 	 100 mg 
Tampio fosfato de sódio 0,03 M pH 6,2 10 ml 

Solução 3 - 	1 ml - PMSF 350 mg 
Etanol 10 ml 

**Soluçáo aquosa: Agua destilada 50 ml 
EDTA 5,0 mM 
Azida 0,02% 
Trasylol 50 UI/ml 

EXTRAÇÃO (165 hipófises) 

CROMATOGRAFIA em coluna de Sephadex G-100 (1,265 g) 
Tamanho da coluna: 5x70 cm. 
Fluxo: 36 ml/h, coletando frações de 13 ml cada. 
Eluição com tampão fosfato de sódio 0,02 M pH 7,4. 

CONCENTRAÇÃO por ultrafiltração 

DIALISE - Tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 7,0 + 
0,3 M NaCl. 

CROMATOGRAFIA em coluna de Sephadex G-100 (75,44 mg) 
Tamanho da coluna: 3x50 cãs. 
Fluxo: 14 ml/h, coletando frações de 2,5 ml cada. 
Eluição com o mesmo tampão da diálise. 

CONCENTRAÇÃO por ultrafiltração 
DIALISE - Tampão fosfato de potássio 0,03 M pH 7,0. 

CROMATOGRAFIA em coluna de hidroxilapatita 
(46,58 mg) 

Tamanho da coluna: 2x8 cm. 
Fluxo: 15 ml/h, coletando frações de 2,5 ml cada. 
Eluição em gradiente com tampão fosfato de potás-
sio 0,03 - 0,05 - 0,2 - 0,5 M pH 7,0. 

DIALISE - Tampão fosfato de potássio 0,005 M 

l 
CROMATOGRAFIA em coluna de SP-Sephadex C50 

(10,92 mg) 
Tamanho da coluna: 1,6x20 cm. 
Fluxo: 9 ml/h, coletando frações de 2 ml cada. 
Eluição em gradiente com tampão fosfato de po-
tássio 0,005 - 0,02 - 0,06 - 0,5 M pH 7,0. 

pH 7,0. 
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Figura 1. Esquema de extração do hGH. Todos os 
procedimentos foram executados a 49C. 

Figura 2. Esquema de purificação do hTSH. Todos os pro-
cedimentos foram executados a 49C. Os valores entre pa-
rênteses referem-se a massa protéica submetida às res - 
pectivas cranatografiás. 
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Figura 3. Cromatografias sucessivas do extrato hipofisário hu -  
mano em: A - Sephadex G-100; B - Sephadex G-100 (repurificação);  
C - Hidroxildpatita e D - SP-Sephadex C50.  
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Figura 4. Cromatograma da purificação do hTSH-IPEN-II marcado  
com 125I  em Sephadex G-100. A linha continua expressa a radio 
atividade das frações e a linha tracejada indica a ligação do 
125I-hTSH-IPEN-II ao seu anticorpo especifico. A area hachu - 
rada corresponde às frações que foram reunidas e estocadas a  
-209C para serem avaliadas como traçador do radioimunoensaio.  

•  •  •  
•  •  •  
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Figura 7. Titulação do antissoro anti-hTSH por radioimunoen-
saio empregando traçadores: IPEN-I (. I) , IPEN-II  

e NIADDK («-»). A linha tracejada apresenta a ligação dos  
diferentes traçadores com o antissoro na diluição de 1:900000.  
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Figura 8. Comparação do deslocamento do traçador (NIADDK) por  
diferentes hormânios padrão: ( -----) 63/14 MRC Research Stan-
dard A e (x----00 IPEN-I. As retas são definidas pelas equa -  
ções: Standard A: Y = -1,3846 1nX + 5,1296; r = 0,9971.  

IPEN - I : Y = -1,3891 1nX + 4,9760; r = 0,9938.  
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