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RESUMEN

ABSTRACT

En este trabajo se describe un procedimiento de purificacién
de TSH humana (hTSH) a partir de glandulas hipofisiarias
mediante cromatografia de inmunoafinidad, empleando un
anticuerpo policlonal especifico contra la cadena beta de la
hormona. Las glandulas se secaron con acetona y se pulve-
rizaron empleando un molino. La extraccién de TSH se rea-
liz6 con la mezcla acetato de amonio:etanol. El extracto re-
sultante se precipité con etanol al 87% (v/v). El precipitado
obtenido se resuspendi6 con éter dietilico y se dej6 secar por
evaporacion. El polvo fue resuspendido en soluciéon salina-
fosfato pH 7.4, clarificado y aplicado a una columna empa-
quetada con Sepharose-IgG de carnero anti BTSH. La elu-
cion de la hormona se realiz6 con glicina 0.2 mol/L pH 2.8.
La TSH obtenida se liofilizé y se conservé a -20 °C. La pure-
za se evalué mediante PAGE-SDS tomando como referencia
TSH comercial. La TSH purificada mostré una masa mole-
cular de 54.1 kDa y una pureza de 93.87%. La caracteriza-
cién de las subunidades se realiz6 mediante PAGE-SDS des-
naturalizante, obteniéndose dos bandas correspondientes a
las subunidades o y 8, con masas moleculares de 16.8 kDa y
20.2 kDa, respectivamente. El rendimiento y el grado de pu-
rificacion fueron 43.7 y 41.7%, respectivamente. La activi-
dad especifica de la TSH purificada fue de 21.1 Ul/mg. El
procedimiento de purificacion disenado es sencillo, reprodu-
cible y permite obtener la hormona con caracteristicas fisi-
coquimicas y bioldgicas similares a la hormona comercial,
indicada para su uso como inmunégeno o estandar de cali-
bracién.

A simple method is describe for the efficient purification of
human thyrotropin from pituitary glands by immunoaffini-
ty chromatography, using a policlonal antibody anti
BTSH. The glands were dried with acetone, and a powder
of pituitary glands was obtained using a mill. The extrac-
tion operation was performed with a mixture of ammonium
acetate:ethanol. The obtained extract was precipitated with
87% (v/v) ethanol. The pellet was recovered by centrifuga-
tion, suspended in diethyl ether and finally dried by evapo-
ration. The resultant powder was resuspended in saline-
phosphate buffer pH 7.4, clarified and applied to a column
packed with goat IgG anti BTSH-Sepharose 4B. The TSH
fraction was eluted with 0.2 mol/L glycine pH 2.8, lyo-
philized and stored at -20 °C. The purity was analyzed by
SDS-PAGE using commercial TSH as control. Purified
TSH showed a molecular mass of 54.1 kDa and a purity of
93.87%. Subunit characterization was carried out by SDS-
PAGE under reducing conditions. Dissociated TSH migrat-
ed as two bands, corresponding to a and f chains, with a
molecular mass of 16.8 kDa and 20.2 kDa, respectively. The
recovery of TSH by this procedure was 43.7%, and a purifi-
cation factor of 41.7% was reached. The specific activity ob-
tained was 21.1 Ul/mg. These results indicate that immu-
noaffinity purification of TSH by means of this polyclonal
antibody is a simple one-step procedure, which is reprodu-
cible and allows obtaining a hormone with physical-chemi-
cal characteristics, and a biological activity very similar to
the commercial one. This hormone is appropriate for use as
immunogens or immunoassay calibrators.
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INTRODUCCION

La hormona estimulante de la tiroides, o tirotropina
(TSH), es una glicoproteina compleja de 210 ami-
noacidos, con una masa molecular de 28 a 30 kDa,
producida y secretada por las células tirotropas ade-
nohipofisarias. Su principal funciéon consiste en la
modulacién de la biosintesis y secrecion de tiroxina,
asi como la regulacién del funcionamiento de la
glandula tiroides, con el fin de mantener los niveles
de las hormonas tiroideas dentro de los limites ade-
cuados.?

La TSH forma parte de la familia de las gonado-
tropinas, hormonas heterodiméricas formadas por
dos subunidades unidas no covalentemente, la subu-
nidad alfa (o) que es codificada por el mismo gen en
las hormonas luteinizantes (LH), foliculo estimulan-
te (FSH) y gonadotropina coriénica (CG); y la subu-
nidad beta (), de cada una de ellas, que es codificada
por genes diferentes,® lo cual le confiere especificidad
a la molécula para la unién al receptor* y permite su
determinaciéon inmunolégica en suero.

La cuantificacién de TSH en suero y/o sangre po-
sibilita el diagnéstico de hipotiroidismo congénito
en los recién nacidos,’ donde los niveles de esta hor-
mona en sangre superan los niveles fisiolégicos.® El
diagnéstico temprano de esta enfermedad ha sido po-
sible por el desarrollo de métodos de inmunoanali-
sis, los cuales requieren de anticuerpos de elevada
pureza y especificidad capaces de reconocer a la
TSH.

La obtencion de tirotropina con un alto grado de
pureza reviste gran importancia para la confecciéon de
estandares e inmunizacién de animales, de los cuales
se obtienen los anticuerpos policlonales (AcP) y mo-
noclonales (AcM) utilizados en los inmunoensayos.
También es til su empleo en el desarrollo de ensayos
para la evaluacion de la actividad biolégica de los so-
brenadantes de hibridomas en cultivo, productores de
AcM especificos a la BTSH, asi como durante la eva-
luaciéon de los liquidos asciticos ricos en estos anti-
cuerpos.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente
trabajo se disené un método de purificacién que uti-
liza la cromatografia de inmunoafinidad, con el obje-
tivo de obtener esta molécula con un elevado grado
de pureza a partir de hipéfisis humana. La matriz
de purificacion utiliza como ligando un AcP obteni-
do y purificado en el Centro de Inmunoensayo
(CIE), el cual reconoce a la subunidad beta de la
TSH con la calidad requerida para ser utilizado en
la purificacién.
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MATERIAL Y METODOS

El aislamiento y purificacién de la TSH humana
(hTSH) se realiz6 a partir de glandulas hipofisiarias
libres de antigeno de superficie del virus de la hepati-
tis B y negativas para anticuerpos contra el virus de
la hepatitis C, el VIH 1 y el VIH 2, colectadas en el
Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital
Militar Carlos J. Finlay (Ciudad de La Habana,
Cuba).

Aislamiento y purificacion de los anticuerpos
policlonales anti fFTSH

Adsorcién del antisuero de carnero anti hTSH
mediante cromatografia de inmunoafinidad en AH
Sepharose 4B-hCG

La obtencién de los AcP anticadena beta de la TSH
se realiz6 a partir de un antisuero de carnero especi-
fico a la hormona obtenido en el Bioterio (CIE,
Cuba). Se adsorbieron 100 mL del antisuero en una
columna de inmunoafinidad empaquetada con AH
Sepharose 4B-hCG (1.6 x 20 cm) (Pharmacia, Sue-
cia), a un flujo de 5 mL/h y una temperatura de 4°C.
Posteriormente se equilibré la columna con solucién
salina-fosfato pH 7.4 (PBS), se regener6 con la solu-
cion glicina 0.2 mol/L pH 2.8 y se volvié a adsorber
el antisuero.

Precipitacion del antisuero adsorbido contra la
cadena alfa de la CG humana (hCG)

La fraccion gammaglobulina del antisuero de carnero
adsorbido contra la cadena alfa de la hCG se obtuvo
por precipitacion salina con (NH,),SO, saturado al
50% (v/v). El precipitado obtenido se recuperé por
centrifugacion a 3,550 g, durante 20 min a 22°C (cen-
trifuga HITACHI SCR7BA, Japo6n). La fracciéon glo-
bulina se resuspendi6 y se dializé extensivamente
contra PBS pH 7.4. Este suero se adsorbi6 por se-
gunda vez contra la cadena alfa de la hCG y final-
mente se dializ6 frente a la soluciéon fosfato de pota-
sio 0.01 mol/L pH 7.

Purificacion de los anticuerpos policlonales anti
BT'SH mediante cromatografia de intercambio iénico
en el FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

La fraccion gammaglobulina dializada se centrifu-

g6 durante 10 min a 13,400 g a 4°C en una centrifu-
ga Eppendorf 5415R (Eppendorf, Alemania) y el so-
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brenadante se filtr6 en una membrana de 0.2 um
(Sartorius, Alemania). La muestra resultante se
aplicé a una columna pre-empaquetada de inter-
cambio aniénico Mono Q HR (1.6 x 20 cm) (Phar-
macia-LKB, Suecia), equilibrada previamente con
la solucién reguladora fosfato de potasio 0.01 mol/
L pH 7. Se aplicaron 93 mL de antisuero a un flu-
jo de 3 mL/min a 22 °C. Las fracciones colectadas
(1 mL/tubo) se leyeron a 280 nm con una cubeta de
cuarzo de 1 cm de paso de luz en un espectrofoté-
metro Ultrospec II (Pharmacia-LKB, Suecia) y las
correspondientes al pico de la IgG se mezclaron en
una sola fraccidon, la cual se dializé frente a PBS
pH 7.4. Los anticuerpos obtenidos se almacenaron
a —20°C hasta su uso posterior.

Control de la calidad del anticuerpo policlonal
anti fTSH

Determinacion de la pureza del anticuerpo policlonal

La pureza de los AcP anti fTSH obtenidos, se evalu6
mediante inmunoelectroforesis frente a suero de cone-
jo especifico para proteinas séricas totales de carnero
segtn el método descrito por Ouchterlony en 19867 y
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
un gradiente de 8-25% en presencia de SDS y f-mer-
captoetanol (PAGE-SDS) que se realiz6 en un Phast-
System (Pharmacia-LKB, Suecia).

Evaluacion de la especificidad del anticuerpo policlo-
nal anti fTSH

La especificidad del AcP anti BTSH, asi como la cali-
dad de la adsorcion contra la subunidad alfa comun,
se realiz6 mediante un ensayo en el que se recubrie-
ron placas de poliestireno para UMELISA (Greiner
Bio-one, Alemania), a 20, 22, 24 y 25 ug/mL del AcP
en la solucién reguladora de recubrimiento NaHCO,
35 mmol/L, Na,CO, 15 mmol/L, NaN, 3 mmol/L pH
9.6. Para ello, se adicionaron 17 uL de cada una de
las soluciones del AcP, a cada pocillo de las placas,
las cuales se incubaron cuatro horas a 45 °C en una
camara humeda. Posteriormente, se lavaron con la
soluciéon PBS-Tween 20 0.05% (v/v), utilizando el la-
vador automéatico MAS 301 (CIE, Cuba). En segui-
da, se adicionaron 17 uL de la solucién de preservo
PBS, sacarosa 5% (p/v), BSA 0.01% (p/v), Tween 20
0.05% (v/v) y a continuacién, se incubaron durante
1 h a temperatura ambiente en una camara htimeda.
La solucion de preservo se aspiré en el lavador au-
tomatico y las placas fueron secadas en una estufa

Volumen 33 No. 4 Octubre-Diciembre 2008. p. 137-146

Aislamiento y purificacién de TSH humana

por 2 h a 37 °C; finalmente se sellaron y almacena-
ron a 4 °C.

Las tiras recubiertas a diferentes concentraciones
del AcP anti PTSH se trataron segin el procedimien-
to descrito en el ensayo UMELISA TSH? (CIE,
Cuba).

La evaluacion de las placas recubiertas se realiz6
con 2 muestras de hCG de concentraciones de 100
mUI/mL y 400 mUI/mL, una muestra de TSH a 48
mUI/L y como blanco una muestra desprovista de
hormonas gonadotrépicas. Para revelar la reaccién
inmunoenzimatica se utilizaron anticuerpos antica-
dena alfa conjugados con la enzima fosfatasa alcali-
na. La lectura de las placas se realiz6 en el fluorimetro
PR-521 (CIE, Cuba), empleando el modo fluorescen-
cia. Para el analisis de los resultados se graficé, en
el eje de las abscisas, las diferentes concentracio-
nes de recubrimiento del AcP y en el eje de las or-
denadas, la senal de fluorescencia obtenida en cada
muestra.

Acoplamiento de los anticuerpos policlonales
anti fTSH a la matriz CNBr-Sepharose 4B

Se inmovilizaron 217.3 mg de IgG de carnero anti
BTSH a la matriz CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia
Biotech, Suecia). La inmovilizacion se realizé segin
el método descrito por el fabricante (Pharmacia Bio-
tech, Suecia).

Estudio de la capacidad de la matriz de inmu-
noafinidad Sepharose 4B-AcP anti fTSH

La capacidad de la matriz de inmunoafinidad se de-
termin6 empleando el método descrito por Doran en
1995 para la obtencién de la curva de ruptura.’ La
concentracion de TSH en la muestra inicial y en las
fracciones colectadas se determiné mediante el ensa-
yo UMELISA TSH (CIE, Cuba). Se graficé en el eje
de las abscisas el tiempo de elucién y en el eje de las
ordenadas la concentracion de TSH en cada fraccion.
La capacidad de la matriz se determiné para la pérdi-
da del 5% de T'SH inicial a través de la interpolacién
en la curva de ruptura.

Aislamiento y purificacion de la TSH

El método empleado (Figura 1) es un procedimiento
disenado en el Laboratorio de Purificaciones del CIE
y constituye una adaptacion de otros métodos de in-
munoafinidad empleados para el aislamiento de la
hormona.!%!
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[ Glandulas hipofisiarias ]

4

[ Secado de las glandulas con acetona ]

g4

[ Homogeneizacion de las glandulas ]

4

‘ Extraccion alcohélica J

(Acetato de amonio 10% (p/v) pH 5,1 y etanol 3:2)

4

[ Precipitacion alcohélica (87% v/v) ]

4

‘ Cromatografia de afinidad ’

(AcP anti-GTSH)

Figura 1. Etapas del proceso de purificacién de la TSH huma-
na a partir de glandulas hipofisiarias.

Secado de las glandulas

Las hipdfisis almacenadas a -20°C se descongelaron y
se lavaron con solucién de NaCl al 0.85% (p/v). Se
secaron con 1L de acetona previamente refrigerada a
4°C, efectuando cambios de la misma cada 3 h duran-
te 48 horas. Posteriormente, se pasaron las glandu-
las a un papel filtro del tipo POLYTRAP 295 PF
(Schleicher & Schuell, Alemania), colocado en una
campana extractora donde se dejaron secando alrede-
dor de 24 horas.

Extraccién y precipitacion alcohélica

Las hipéfisis secas se sometieron a un proceso de
congelaciéon en nitrégeno liquido y se homogeneiza-
ron en un molino de cuchillas (IKA, Alemania); al
polvo obtenido se le adicionaron 500 mL de la mez-
cla de extraccion acetato de amonio al 10% pH 5.1
y etanol absoluto en una relacién 3:2. La mezcla
resultante se agité suavemente durante 48 horas a
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4°C. El sobrenadante se recuperé mediante centri-
fugacion durante 30 min a una velocidad de 11,750
g a 4°C (centrifuga refrigerada Beckman J-20XP,
EUA) seguidamente se repitié el proceso en iguales
condiciones, uniéndose ambos sobrenadantes en
una sola fraccion.

Las glicoproteinas presentes en la fraccion ante-
rior se precipitaron con etanol absoluto al 87% (v/v),
durante 48 h a 4°C. El precipitado obtenido se recu-
per6 mediante centrifugacién a 11,750 g durante 30
min a 4°C. Se resuspendi6 en 5 mL de éter dietilico y
se centrifug6 a 27,216 g durante 5 min a 4°C. Se de-
secho el éter dietilico y se removié el precipitado hasta
que se obtuvo un polvo de color blanco, el cual se re-
suspendi6 en PBS pH 7.4 para la preparacion del ex-
tracto de hipéfisis.

Cromatografia de inmunoafinidad en Sepharo-
se 4B-AcP anti fTSH

Se recircularon 10 mL de extracto de hipo6fisis en
una columna 1.6 x 20 cm y volumen de lecho 21
mL, empaquetada con la matriz de afinidad Sepha-
rose 4B-AcP anti fTSH equilibrada con PBS pH
7.4, durante 12 horas a un flujo de 6 mL/h a 4°C.
La TSH enlazada se eluy6 con la soluciéon regula-
dora glicina 0.2 mol/LL pH 2.8. Se colectaron
fracciones a razén de 0.5 mL/tubo; se determind
la absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro
Ultrospec II (Pharmacia-LKB, Suecia) y se estimé
la concentracién de TSH con el estuche de reacti-
vos UMELISA TSH. Las fracciones reactivas para
TSH se mezclaron y se dializaron extensivamente
frente a PBS pH 7.4.

Liofilizacion de la TSH purificada

La muestra de TSH purificada se dializé frente a
2 L de bicarbonato de amonio 100 mmol/L. A la
muestra dializada se le adicion6 sacarosa al 5%
como preservante y se prepararon alicuotas de 2
mL, las cuales se liofilizaron (USIFROID SMH
FPS, Francia).

Estimacion de la concentracion de proteinas

En todos los pasos del proceso de purificacion de
TSH se realiz6 la estimacion de la concentracion de
proteinas totales por el método de Lowry et al,'? utili-
zando albimina de suero bovino como estandar y la
cuantificacion de la hormona se realiz6 con el empleo
del ensayo UMELISA TSH? (CIE, Cuba).
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Determinacion de los parametros de control
del proceso de aislamiento y purificacion de la
TSH

Los valores de concentraciéon de TSH y de proteinas
totales se utilizaron para el calculo de los parame-
tros de control del proceso de purificacién segtin se
describe por Chavez et al.'®

Control de calidad de la TSH purificada
Determinacion de la pureza en condiciones reductoras

La determinacion de la pureza se llevé a cabo me-
diante electroforesis en gel de poliacrilamida en pre-
sencia de SDS y B-mercaptoetanol (PAGE-SDS), que
se realiz6 en un PhastSystem (Pharmacia-LKB,
Suecia).

Cuadro I. Caracteristicas de las proteinas patrones de baja
masa molecular del estuche de calibracién de electroforesis
(Pharmacia Biotech, Suecia).

Proteina patrén Masa molecular (kDa) Fuente

Fosforilasa b 94.0 Misculo de conejo
Albtmina 67.0 Suero bovino
Ovalbimina 43.0 Huevo de gallina
Anhidrasa carbénica 30.0 Eritrocito bovino
Inhibidor de tripsina 20.1 Frijol de soya
a-Lactoalbimina 14.4 Leche bovina

0.45
0.4 1
0.351
0.30
0.25+
0.20 1
0.151
0.1 1
0.05 1

D.O. (280 nm)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40
Fracciones (mL)

Figura 2. Perfil cromatografico tipico de la obtencién del AcP
anti BTSH obtenido por cromatografia de intercambio iénico
en Mono Q HR.
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Determinacion de la pureza en condiciones nativas

La pureza se evalud, ademaés, mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida en condiciones nativas
(PAGE nativo). Se empleé el gel PhastGel Gradient
8-25 (Pharmacia, Suecia). La corrida electroforética
y el revelado se llevaron a cabo en el PhastSystem,
empleando nitrato de plata en la tincién. Se estima-
ron las masas moleculares de las subunidades alfa y
beta, asi como de la hormona intacta, empleando
como referencia TSH humana comercial y el estuche
de calibracién de proteinas patrones de baja masa
molecular (Pharmacia Biotech, Suecia), mostrado en
el cuadro 1.

A la electroforesis nativa de la hT'SH purificada se
le determiné el porcentaje de pureza por densitome-
tria (Imaging Densitomer Model GS-700, Bio-Rad,
EUA). Este equipo se encuentra acoplado a una com-
putadora que posee un programa de analisis de pure-
za (Molecular Analyst, Version 1.4.4, Bio-Rad, EUA).

RESULTADOS

Aislamiento y purificacién del anticuerpo
policlonal anti fTSH. Control de calidad

La IgG de carnero especifica para la cadena f de la
TSH se obtuvo en la fraccion no absorbida mediante

Figura 3. Inmunoelectroforesis del anticuerpo policlonal anti
BTSH obtenido por cromatografia de intercambio idnico.
Pozo 1: Suero normal de carnero. Pozo 2-7: Anticuerpo poli-
clonal anti BTSH purificado, desde puro hasta una dilucién
1:32. Canales a-g: Suero de conejo especifico para proteinas
séricas totales de carnero. Se observa un Gnico arco de preci-
pitacion correspondiente a la 1gG ovina.
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cromatografia de intercambio aniénico en la matriz
Mono @ HR (pico nimero 1, Figura 2). Se obtuvo
una masa total de 439.9 mg de AcP, en un volumen
de 93 mL, con una concentracion de 4.73 mg/mL. El
rendimiento del proceso de aislamiento y purificacién
de los anticuerpos fue de 4.4 mg por mL de antisuero
procesado.

La preparacion de AcP anti PTSH obtenida resulté
homogénea por inmunoelectroforesis frente a suero
de conejo para proteinas séricas totales de carnero;
pues se observé un tnico arco de precipitacién co-
rrespondiente a la IgG ovina (Figura 3).

En la figura 4 se muestra el PAGE-SDS del AcP,
las masas moleculares relativas estimadas para las
cadenas pesadas y ligeras fueron de 55.2 kDa y 27.8
kDa, respectivamente.

La especificidad del AcP, asi como la calidad de la
adsorcion contra hCG se evalué comparando las se-
nales de fluorescencia (F) de las muestras de TSH y
hCG, obteniéndose elevadas senales de F para TSH
y bajas senales de F para hCG, lo que evidenci6
s6lo el reconocimiento de la tirotropina por el AcP
(Figura 5).

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS y f-mercaptoetanol de la muestra de AcP anti $TSH.
Posiciones 1, 3, 5, 7: proteinas patrones de baja masa mole-
cular. Posiciones 2, 4, 6, 8: AcP anti BTSH purificado por cro-
matograffa de intercambio iénico.
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Acoplamiento de los anticuerpos policlonales
anti fTSH a la matriz CNBr-Sepharose 4B.
Estudio de la capacidad de la matriz

El porcentaje de inmovilizacion del AcP anti fTSH en
la matriz CNBr Sepharose 4B fue de 95.5%, lo cual
signific6 que se fijaron a la matriz 207.5 mg de AcP.
Como resultado final se obtuvieron 21 mL de volu-
men de lecho con un indice de inmovilizacién de 9.88
mg de AcP/mL de lecho.

La estimacién de la capacidad de la matriz se reali-
z6 utilizando la curva de ruptura (Figura 6), obte-
niéndose un valor de 1,972.8 mUI de TSH/mL de gel.
La concentracion a la que se elimina el 5% de la hor-
mona aplicada fue de 16.1 mUI/mL. Se tomé como
100% el valor de concentracién de TSH que se co-
rrespondié con las fracciones en que se saturé la ma-
triz (161.5 mUI/mL). El tiempo de elucién para una
pérdida de TSH del 5%, fue de 58.58 min para un vo-
lumen de muestra aplicado de 5.85 mL. En su totali-
dad, la matriz preparada mostré una capacidad de
41,428.8 mUI de TSH.

Aislamiento y purificacion de la TSH

Se parti6 de un total de 612 glandulas hipofisiarias,
las cuales una vez secas rindieron una masa de 97.4
g. Las mismas se trituraron con un molino de anali-
sis, obteniéndose 96.7 g de un polvo fino (polvo de
acetona). La extraccién de las glicoproteinas en la
mezcla de extraccién acetato de amonio:etanol trans-

\
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Q

Q

Q

Q

Q

Porcentaje de fluorescencia
BENY 3T Qg

w{ od o
20 ' 22 ' 24 ' 25

Concentracion de recubrimiento del AcP («g/mL)

o

M Blanco [OTSH @8 mulL) [ hCG (400 mul/mL)

Ml hCG (100 muI/mL)

Figura 5. Evaluacion de la especificidad del AcP anti-BTSH. Se
comparan las sefales de fluorescencia de las muestras de TSH
y hCG.
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currié con una elevada eficiencia, pues la mezcla de
sobrenadantes (3.22 L) mostr6 una actividad total de
244.5 Ul de TSH, lo que equivale a una recuperacién
de 0.4 UI de TSH/glandula. En esta etapa se recupe-
raron por centrifugaciéon 3 g de un polvo blanquecino
con un alto contenido de glicoproteinas, entre ellas la
T'SH, obteniéndose un rendimiento de 4.9 mg de pol-
vo por glandula procesada.

Se disolvieron 200 mg del polvo de hipofisis en PBS
pH 7.4. Se aplicaron 10 mL (15,327.5 mUI) de extracto
clarificado por centrifugacion y filtracion a la matriz de
afinidad Sepharose 4B-AcP anti BTSH, previamente
equilibrada con PBS pH 7.4. La TSH enlazada se obtu-
vo en una Unica fracciéon (Figura 7), correspondiente al
pico de mayor actividad de TSH con un rendimiento del
57.07%, como se muestra en el cuadro I1.

Evaluacion de la pureza de la TSH purificada

En el PAGE nativo se observé una banda correspon-
diente a la hTSH de movilidad electroforética similar
ala hTSH comercial con una masa molecular estima-
da de 50.23 kDa para la hormona comercial y de
51.65 kDa para la hormona purificada (Figura 8). El
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Figura 6. Curva de ruptura del estudio de la capacidad de la
matriz Sepharose 4B-AcP anti BTSH.

Aislamiento y purificacién de TSH humana

analisis densitométrico del gel arrojé un porcentaje
de pureza de 93.87%.

En el PAGE-SDS de la hTSH purificada se obser-
varon dos bandas correspondientes a las cadenas o y
B de la hormona, con movilidades electroforéticas si-
milares a las bandas de las cadenas de la h'TSH co-
mercial, con valores de masa molecular de 17.15 kDa
para la subunidad alfa y 20.03 kDa para la subuni-
dad beta de ambas proteinas (Figura 9).

DISCUSION

La TSH humana ha sido aislada y purificada princi-
palmente a partir de hipéfisis de cadaveres huma-
nos!*1® aunque también ha sido obtenida de otras
fuentes como la placenta,? el suero de pacientes
aquejados de desérdenes tiroideos?2® y mediante téc-
nicas de ingenieria genética.?*3°

Para llevar a cabo el aislamiento y la purificacion
de la hT'SH se escogi6 la hipéfisis humana, pues en
ella se encuentra la tirotropina en mayor cantidad de-
bido a su sintesis por parte de las células tirotropas
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Figura 7. Perfil cromatografico tipico de la obtencion de TSH
por cromatografia de inmunoafinidad.

Cuadro II. Resultados del proceso de aislamiento y purificacién de TSH (n = 5), mediante cromatografia
de inmunoafinidad en Sepharose 4B-AcP anti fTSH.

Actividad especifica

Proteinas totales (mUI de TSH/mg TSH total
Etapas (mg) de proteinas) (mUI) Grado de purificacion Rendimiento (%)
Extracto de hip6fisis 6.750 227.07 15,327.5 1 100
Cromatografia
de inmunoafinidad 0.112 5,276.80 8,746.8 23.24 57.07
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Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS (PAGE-nativo) de la hTSH obtenida mediante croma-
tografia de inmunoafinidad. Posiciones 1y 6: proteinas patro-
nes de baja masa molecular. Posicién 2: Extracto de hipdfisis.
Posiciones 3, 5 y 8: hTSH comercial. Posiciéon 4 y 7: hTSH
purificada.

adenohipofisiarias. A pesar de que la hormona ha sido
aislada también de suero humano, este ultimo no se
considera una fuente apropiada para su aislamiento,
ya que en condiciones fisiolgicas, sus concentraciones
son muy bajas (0.5 mUI/L a 5 mUI/L).3%:32

La mayoria de los protocolos de purificacion descri-
tos en la literatura utilizan como primera etapa un
paso de captura que tiene como objetivo concentrar la
hormona, para utilizar posteriormente un método cro-
matografico, que posea una alta resolucién, como la
cromatografia de intercambio iénico, la cromatografia
de interacciones hidrofébicas o la cromatografia de afi-
nidad.1*161819 En este sentido, el método utilizado cons-
tituye una adaptacion de otros métodos de inmunoafini-
dad descritos para el aislamiento de la hormona a partir
de un extracto de glandulas hipofisiarias,'®!! mediante
el empleo de una cromatografia de inmunoafinidad, uti-
lizando un AcP obtenido en carnero, especifico a la
subunidad beta de la hormona. Este tipo de cromato-
grafia, debido a su elevada especificidad, facilita la sepa-
racion de la hormona del resto de las glicoproteinas
contenidas en la muestra inicial, pues la similitud es-
tructural existente entre ellas, constituye un hecho que
dificulta la separacion individual de las mismas.
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS y B-mercaptoetanol de la hTSH. Se observan las cade-
nas o y B de la hormona. Posiciones 1y 5: Proteinas patrones
de baja masa molecular. Posiciones 2, 4 y 7: TSH humana co-
mercial. Posicion 3 y 6: hTSH purificada por afinidad en Se-
pharose 4B-AcP anti BTSH.

La extraccién de la TSH se llevé a cabo mediante el
procedimiento descrito por Steelman et al en 1958,
con algunas modificaciones. La etapa de extraccion
transcurrié con una elevada eficiencia, pues la mezcla
de sobrenadantes mostr6 una actividad total de 244.5
UI de TSH, lo que equivale a una recuperacién de 0.4
UI de TSH/glandula. Este valor duplica al alcanzado
por Chapman et al en 1981, quienes obtuvieron 0.2
UI de TSH/glandula, lo que pudiera estar fundamenta-
do, en nuestro caso, por el uso del molino de analisis
que permite la obtencién de la masa hipofisiaria en
forma de un polvo muy fino con un tamano de particu-
la pequeno que facilita la extraccién de las hormonas
del tejido, a diferencia de los investigadores menciona-
dos que emplearon un homogeneizador de cuchillas
tipo Polytron para la ruptura celular.

Para llevar a cabo el proceso de purificacién se ob-
tuvo el AcP anti BTSH, con demostrada especificidad
para la TSH humana, la adsorciéon contra la subuni-
dad o de la hCG garantizé la no reactividad del mis-
mo con el resto de las hormonas glicoproteicas (Figu-
ra 5). La avidez del AcP permite la desorcion de la
hormona de la matriz de inmunoafinidad bajo condi-
ciones suaves de elucion (glicina 0.2 mol/L pH 2.8).

Bioquimia



La pureza de la hTSH obtenida se analiz6 me-
diante PAGE nativo y PAGE desnaturalizante, y se
compar6 con un patréon comercial. Ambas técnicas
demostraron que la cromatografia de afinidad em-
pleando el AcP anti-3TSH como ligando permite obte-
ner un preparado de TSH homogéneo. Ademas, am-
bas hormonas, la hTSH purificada y la hTSH
comercial mostraron similares comportamientos elec-
troforéticos, revelando bandas de 51.65 kDa y 50.23
kDa, respectivamente. A pesar de que las masas mo-
leculares estimadas no coinciden con la reportada
para la hTSH (28-30 kDa),! los valores estimados
concuerdan con lo establecido por numerosos investi-
gadores al estimar la masa molecular mediante técni-
cas electroforéticas. Este fenémeno, en el que las pro-
teinas migran como una banda ancha por encima de
su masa molecular real, es tipico de las glicoprotei-
nas, argumentandose como posible causa la influen-
cia de las cadenas glucidicas presentes en las hormo-
nas, cuyo contenido en la TSH puede alcanzar hasta
el 35% de su masa molecular.?!!

En el PAGE-SDS se apreciaron dos bandas (Figura
9), cuya movilidad fue similar a la obtenida para las
subunidades de la hormona comercial, 17.15 kDa para
la subunidad alfa y 20.03 kDa para la beta. La hTSH
comercial mostré valores de masa molecular de 17.47
kDa (subunidad alfa) y 20.03 kDa (subunidad beta),
conforme a lo reportado para la hormona.?3*

El procedimiento empleado para el aislamiento y la
purificacion de la TSH humana a partir de hipéfisis
es sencillo y reproducible. Se logr6 obtener una pre-
paracion de TSH humana con un grado de pureza ele-
vado y adecuado para su uso como inmundégeno o
como estandar de calibracién.
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