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En este trabajo se describe un método para la obtención y 
purificación de Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) de 

pituitaria. El contenido protéico se determinó por la técnica de 

Lowry y el contenido hormonal mediante el Análisis 

Inmunorradiométrico IRMA. La potencia inmunológica de la 
preparación final dió un valor de 3187 mUl/mg. Mediante 

PAGE-SDS se evidenció la naturaleza multicom-ponente de la 

hormona. Por isoelectroenfoque en columna se encontró el PI 

entre 5. 72 y 6.02. La inmunotransferencia, usando métodos de 
detección enzimática, permitió el reconocimiento de las for­

mas posiblemente monomérica y dimérica de la hormona. 

SUMMARY 

A method to obtain and purify Human Thyroid Stimulating 

Hormone (hTSH), from pi-tuitary gland is described. Toe 
protein contain was determined by Lowry and the hormone 
concentration by Immunoradiometric assay. The final 

preparation showed an immunological potency of 3187 mUI/ 
mg. Analysis by SDS-PAGEdemonstrated the multicomponent 

nature of the hormone. Electrofocusing experiments in column 
gave a PI in the range 5. 72-6.02 and W estero blot with enzime 

immunodetection allowed the identification of the possible 

monomeric and dimeric forms of the hormone. 

INTRODUCCION 

La hormona estimulante de la Tiroides (h TSH) o tirotropina 

es una glicoproteína de peso molecular aproximado 33000 Da, 

producida porlas células basófilas de la pituitaria( 1 ). En varias 

* 1 Departamanto de Química, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional
de Colombia, A.A. 14490, Santafé de Bogotá, Colombia.

publicaciones (2,3) relacionadas con su purificación se ha 
puesto de manifiesto su heterogeneidad. Sin embargo, no se ha 

establecido con claridad si la actividad tirotrópica de dichas 

preparaciones heterogéneas es una propiedad de uno o de 

varios de sus componentes. 

En este trabajo se describe un método para la extracción y 
purificación de TSH a partir de pituitarias humanas conserva­
das congeladas así como tambien su caracterización, con el 
objetivo de seleccionar un material para ser empleado como 
preparación de referencia en el diagnóstico de esta hormona a 
fin de lograr una producción local de hormonas hipofisiarias 
puras y plenamente identificadas. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Extracción y purificación de TSH. 

Las glándulas pituitarias fueron colectadas en el Departa­

mento de Patología del Instituto de Medicina Legal en Santafé 
de Bogotá. Para la extracción se siguió el método descrito por 

J.Ayala y e.Carvajal (4), con algunas modificaciones que

incluyen tiempos mayores de precipitación de las diferentes

hormonas y pasos adicionales en la purificación de TSH

(figuras 1 y 2).

Determinación de la actividad hormonal por IRMA. 

Marcación del anticuerpo con Na/125 (Amersham). 

Se siguió el método de Cloramina-T (5) y el anticuerpo 

marcado se purificó por cromatografía de filtración en gel 
(Sephacry l-S-300, Pharmacia) equilibrando la columna ( lx44 
cm) con buffer fosfato 50 mM pH 7.4 y evaluando la elución
por lecturas de radiactividad en contador gamma (Miniassay

Type G-20 Iodine 125). Se obtuvo una actividad específica de

18.5Ci/g.

IRMA. 
La actividad hormonal de TSH se monitoreó a lo largo del 

proceso mediante el Análisis Inmunorradiométrico "IRMA", 
siguiendo el protocolo estandarizado por J.Ayala y e.Carvajal 

(4). Como estándar se usó hTSH suministrado por NIDDK 
( 1.5 Ul/mg), anti-TSH monoclonal y anti-TSH policlonal 

acoplado a celulosa microcris-talina (NETRIA, Inglaterra). 
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GLANDULAS PITUITARIAS 
(58) PESO 22.3 g

- !IACERAC I 0N CON H IRLO SECO
- EXTRACCION CON BUFFER TRIS FOSTATO 501M, pH 8,7, PMSF O,lM
- SONICACION ( 20 PULSOS X 20 Seg.)
- CENTRIFUGACION 8000 rp1 (10410 g), 2h, 4'C

si* Rl REEXTRACCION 

2 (PRL) 

BUFFER TRIS FOSFATO 501M p8 B,7 

CENTRIFUGACION 80�0 rp1 (10410 g), 2h, 4'C 
,-,-����.,__��-, 

2 1 R REEXTRACCION 

1 
1 BUFFHR TRIS FOSFATO 501M pH 9,5

CHNTRIFUGACION 10000 rp1 (16266g) 
2h, 4 ·c

h DESECHAR 

- CH COOH SOi HASTA pH 7,0
- (NÜ4)2so1 

HASTA 0,8 H, AGITACION LENTA
- REPOSO ( 6h) 
- CENTRIFUGACION 10000 rp1 ( 16266 g), lh, 4'C

2 
- DIALISIS CONTRA H20 (26h)
- CH3COOH m HASTA pH 4, 3 AGITACION LENTA
- ETANOL ABSOLUTO FRIO 1/7 Vol. 
- REPOSO (60h)
- CHNTRIFUGACION 10000 rp1 (16266 g) lh, fC

.--����.J.-��� 

3 3 (hGH) 
- ULTRAFIL!RACION (100h) (100w, 36Lb, 1350 psi)
- ETANOL ABSOLUTO FRIO 2,5 Vol., CON AGITAC10N (4h)
- REPOSO ( 61h)
- CENTRIFUGACION 10000 rp1 !16266 g) lh, 4'C

LIPOTROPINAS GLICOPROTEINAS 

FIGURA No. 1 EXTRACCION DE HORMONAS HIPOFISIARIAS 

Determinación de algunos parámetros 
fisícoquímicos de TSH. 

mercapto etanol (6,7). Se usaron marcadores de PM 14400-
94000 Da, como patrones de referencia. Las condiciones de la 
electroforesis donde se presentó una mejor resolución fueron: 
gel de concentración: T 5.2%, C 2.4%; gel de separación: T 
12.5%, C 1.54%; tiempo de corrida: 2 horas; 120 volt-30mA-
16"C; tinción: azul de coomassie y nitrato de plata. 

Peso Molecular. 

La determinación del peso molecular aparente se realizó 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil 
sulfato de sodio (PAGE-SDS) después de reducción con 6-

����������������111���������������� 
lJf'l No. 22 1994 



T 

REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUÍMICO-FARMACÉUTICAS 

GLICOPROTEINAS 
(R4) 

- EXTRACCION ACONH pH 5,5
- AGITACION SUAVE f12h, 4 ºC) 
- CENTRIFUGACION 10000 rpm (16266 g), 30 min., 4 ºC 

- REEXTRACCION ACONH4 4mM, pH 5,5- AGITACION (12h, 4'C) 
· CENTRIFUGACION 10000 rpm ( 16266 g), ,JO min., 4'C

l- REEXTRACCIO� ACONH4 4BM, pH 5, 5- AGITACION (Sh, 4 º C) 
- CENTRIFUGACION 10000 rpm 30 1in., 4'C

i1 
DESECHAR 

CM - SEPHAROSA 

- ACONH 4 4mM pH 5, 5 --> CM-1 ( LH + FSH)
- ACONB4 lM pH 6,5 --» CM-2 (LH + FSH + TSH)

CM-1 CM-2

DEAE-1 

DIALISIS CONTRA BUFFER FOSFATO O, OlM pH 7, 2 

DEAE - CELULOSA 

- BUFFER FOSFATO O,OlM pH 7,26 --> DEAE-1 (FSH + TSH)
- BUFFER FOSFATO O,OIM pH 7,26 + NaCl (0-lM) --> DEAE-2 (LH) Y DEAE-3 (LH + TSH)

DEAE-2 DEAE-3 

- DIALISIS CONTRA BUFFER FOSFATO O,OlM pH 7,4
- ULTRAFILTRACION (100w 26 Lb 1350 psi)

AMBERLITA IRC-50 

- BUFFER FOSFATO 0,005M pH 7,5 --> AMB-1 (LH + TSH)
- BUFFER ACONH4 lM pH 7,.45 --> AMB-2 (TSH)

AMB-1 AMB-2 

FIGURA No. 2 SEPARACION DE HORMONAS GLICOPROTEICAS 
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Punto isoeléctrico (Pl). 

Se empleó la técnica de isoelectroenfoque preparativo en 
columna con gradiente de densidad (8,9). Se utilizó una 
columna de 11 O mi (LKB Bromma) con gradiente de sacarosa 
(50-5%) y anfolitos (2%) en un rango de pH de 3-10 

(PHARMAL YIB). Las corridas se hicieron a 1600 volt (37W) 
durante 48 horas a 4ºC. El gradiente de pH se eluyó con agua 
destilada (3 mi/fracción) haciendo el registro de absorción al 
U.V. a 280 nm.

Reconocimiento Inmunológico.

La presencia de TSH se estableció mediante la técnica de
transferencia de proteínas de geles de PAGE-SDS a filtros de 
nitrocelulosa (Western blotting) (10,11). El antígeno TSH se 
hizo reaccionar con anti-TSH obtenido en ratón, fijando el 
complejo antígeno-anticuerpo con glutaraldehido (12) y 
visualizando el complejo bien por incubación con anti-IgG en 
ratón conjugado con fosfatasa (donado por el Instituto Nacio­
nal de Cancerología) o peroxidasa (donado por el Instituto 
Colombiano Agropecuario) y posteriormente revelado con 
Fast-B lue (para fosfatasa) y 4-cloro-1-naftol (para peroxidasa) 
(11) o por autorradiografía, usando anticuerpo marcado
radiactivamente (10).

RESULTADOS Y DISCUSION 

Extracción y purificación 

La tabla I muestra el contenido protéico ( determinado por 
el método de Lowry (12)) y la actividad hormonal de las 
diferentes fracciones de la extracción. Observando los valores 
se nota un incremento gradual de la actividad hormonal a 
medida que la hormona se fue purificando. Partiendo de la 
fracción glicoprotéica cruda (GT), su paso por CM-Sepharosa 
aumentó la actividad TSH aproximadamente 3 veces ( fracción 
CM-2) y respecto a ésta, la fracción DEAE-3 aumentó su valor
de actividad aproximadamente 5 veces, resultado que con­
cuerda con el obtenido en trabajo previo (1365 mUI/mg)(4)
realizado en este laboratorio. Este valor obteni-do es superior
a algunos reportados en la literatura ( 13) y comparable al valor
del estándar proveniente del NIDDK (1.5 UI/mg) usado en el
IRMA de la hormona.

Al someter la fracción DEAE-3 a purificación adicional 
sobre Amberlita IRC-50, la actividad TSH fue incrementada 
en 3 veces su valor (AMB-2). El resultado obtenido (3.19 UI/ 
mg) es superior a los reportados en la literatura (2.5 Ul/mg 
(13), 3.0 UI/mg (14)) y demuestra la importancia de incluir 
esta etapa en la purificación de la hormona. Si se considera que 
TSH es la hormona glicoprotéica con menor contenido en la 
glándula pituitaria, la recuperación lograda en este trabajo 
(17.5 mg/1000 glándulas) es buena (14 mg/1000 glándulas 
(14), 12 mg/1000 glándulas (15)) lo que indica que la 
metodología adaptada en este trabajo lleva a la obtención de un 
mayor rendimiento de dicha h�rmona. 

TABLA l. 

CONTENIDO PROTEICO Y ACTIVIDAD HORMONAL 
DE TSH EN LAS DIFERENTES FRACCIONES 

DE LA EXTRACCION 

FRACCION PROTEINA TOTAi (mg) ACTIVIDAD HORMONAL 

(mUl/mg proteína) 

Sl 2986.5 28.2 
S3 931.5 59.7 
GT 282.9 86.8 
CM-! 13.7 20.9 
CM-2 90.8 231.7 
DEAE-1 17.4 181.9 
DEAE-2 2.8 74.7 
DEAE-3 15.3 1013.1 
AMB-1 3.6 97.5 
AMB-2 0.48 3187.5 

DETERMINACION DE ALGUNOS PARAMETROS 

FISICOQUIMICOS DE TSH 

Peso Molecular 

La figura 3 muestra el resultado de la electroforesis P AGE­
SDS, visualizando las bandas por tinción con plata. 

2 3 4 5 

FIGURA No3 

94.000 

67.000 

43DOO 

3QOOO 

21100 

14!100 

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR ELECTROFORESIS 

EN PAGE-SDS TINCION CON NITRA TO DE PLATA 

CARRIL CANTIDAD (ug) 

1 DEAE-3 5.0 

2 TSH-Estándar 5.0 

3 AMB-1 6.0 

4 AMB-2 5.0 

5 Patrones de P.M. 10.0 
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La fracción enriquecida en TSH (AMB-2) mostró la pre­
sencia de 6 bandas, indicando su naturaleza multicomponente. 
Las tres primeras bandas, que corresponden a pesos moleculares 
de 67100, 47500 y 42700 Da, posiblemente pueden ser formas 
agregadas o heterogéneas de la hormona. La banda de peso 

molecular 30500 Da correspondería a la hormona TSH en su 
forma monomérica y las bandas de peso molecular 23600 y 

14300 Da, según reportes bibliográficos (16), pueden corres­
ponder a las subuni-dades y B de TSH. 

La fracción DEAE-3 resolvió un mayor número de ban­
das, lo que demuestra lo acer-tado del último paso de purifi­
cación a través de Amberlita IRC-50. Las bandas adicionales 
pueden corresponder a contaminación de otras hormonas 
glicoprotéicas (17). 

El patrón de TSH para yodar, el cual es de alta pureza, 
presenta un comportamien-to muy semejante al de la fracción 
enriquecida en TSH (AMB-2), destacando la alta calidad y 

pureza de la hormona obtenida en este trabajo. Los patrones de 
peso molecular presentan varias bandas que pueden corres­
ponder a degradación de estas proteínas. 

Punto lsoeléctrico 

La técnica de electroenfoque permite la separación de 

anfolitos con diferencias en su PI de solo 0.02 unidades de pH. 
Basados en este método de alto grado de resolución pudo 
establecerse, mediante dos ensayos realizados, que el PI de 
TSH varía en un rango de pH entre 5.72 y 6.02, valor que 
concuerda con datos obtenidos en investigaciones anteriores 
(5.5 (14) y 6.0 (18)). 

Reconocimiento Inmunológico 

Las figuras 4 y 5 muestran los resultados del reconocimien­
to inmunológico de la TSH usando la técnica de transferencia 
de proteínas a filtros de nitrocelulosa y posterior detección con 
fosfatasa y peroxidasa. Mediante esta técnica se comprobó la 
identidad de TSH presente en las fracciones DEAE-3 y AMB-

2 por detección enzimática del complejo antígeno-anticuerpo, 
demostrando la presencia de por lo menos dos formas hormo­
nales diferentes. La detección enzimática con fosfatasa alcalina 
permitió observar el reconocimiento inmunológico de las 
formas hormonales de peso molecular 30500 y 67000 Da, 
correspondientes posible-mente a las formas monomérica y 
dimérica de TSH respectivamente. Con la enzima peroxidasa 
solo se detectó la forma monomérica. Estos resultados com­
prueban una mayor sensibilidad de la detección enzimática 
utilizando fosfatasa ya que la detección de anti-TSH monoclonal 
reconocido por anti-IgG es a su vez reconocido por un tercer 
anticuerpo conjugado a dos moléculas de fosfatasa, lo que 
incre-menta la señal en la reacción cromogénica posterior 

FIGURANo4 

TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DETECCION CON FOSFATASA 

CARRIL 

Estándar de TSH 

2 DEAE-3 
3 AMB-2 

4 Control (hGH) 

5 Marcadores de P.M. 

FIGURANoS 

TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DETECCION CON PEROXIDASA 

2 

3 

4 

5 

CARRIL 

Estándar de TSH 

DEAE-3 

AMB-2 

Control (hGH) 

Marcadores de P.M. O 
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(sensibilidad 1 ng), mientras que con peroxidasa se utiliza anti­
IgG conjugado directamente a ella en propor-ción 1: 1 (sensi­

bilidad 10 ng). 

En la detección del complejo radiomarcado después de 7 
días de exposición de la película a -70°C, se observó en forma 
tenue la banda a la altura de 30000 Da, tanto en el estándar 
como en la muestra AMB-2, correspondiendo posiblemente a 
la forma monomérica de la hormona. 

Estos resultados comprueban la pureza y calidad de la 
hormona obtenida, la cual podrá ser utilizada posteriormente 
como patrón de yodación y de referencia. 
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