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ABREVIATURAS

hWPrl - Prolactina humana

RIE ~ Radioimunoensaio

EGPA - Eletroforese em gel de poliacrilamida
Rm ~ Migragdo eletroforética relativa

Kd - Coeficiente de distribuigdo

TCA - Acido tricloroacético

SAB -~ Soroalbumina bovina

cpm - Contagens por minuto

rpm - Rotagdes por minuto

mCi - MiliCurie = 3,7 x 10/ desintegracdes por segundo

C.V. - Coeficiente de variacdo

XtDP - Média + desvio padrio

ED®® - Dose que produz 50% de queda na resposta relativa & dose
zero

A2gp ~- Absorbincia medida em espectrofotdimetro em 1uz de

compr imento de onda 280 nm.
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RESUNO

A purificacfo de prolactina humana a partir de hipdtises
f0i desenvolvida em nosso laboratdrio com o objetivo de obtermos
um reagente puro para uso ea radioimunoensaio. 0 procedimento de
extracSo e puriticacfo foi adaptado do método de McLean et al., o
qual envolve as seguintes etapas:

1. ExtracSo de hipotises congeladas em tampSo fosfocitrato 0,14M,
PH 4,0 ¢ tampfo acetato de amdneo 50 mM em PH 10,0.

2. Purificaciio por cromatografia de interacSo hidrofdbica em
Phenyl-Sepharose CL-4B na presenca de acetonitrila.

3. Purificacdo por cromatografia de troca idnica em DEAE-Sepharo-
se CL-4B.

Todo o processo, desde a primeira homogenizacio até o ini-
cio da liofilizacSo pode ser realizado ¢. imadamente 10
dias.

Na fase de extrag3o foi introduzida uma etapa utilizando-se
tampdo acetato de amSneo 50 mM em pH 7,0, com 0 qual se obteve um
enriquecimento significativo do conteido de hPrl no extrato. O
hormdonio prolactina foi recuperado de 30-70 hipdfises com recupe-
ragcfio total de aproximadamente 7 pg/hirofise.

A pureza do hormdnio foi analizada em eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7X. A hPri1-IPEN apresentou banda unica com
Rm=0,505, praticamente coincidente ao Rm de 0,503 obtido com a

NIADDK~hPr1-RP-1-7,



No radioimunoensaio de hPrl, as cxrvas padrio obtidas com a
hPr1-IPEN e NIADDK hPr1-RP-i mostraram paralelismo significativo
(P(0,035). A hPr1-IPEN mais pura apresentou somente 0,7 de conta-
minacdo por hGH imunoreativo. Foi realizado o controle de quali-
dade interno para o RIE de hPri. Primeiramente se utilizou a hPri
NIADDK para estudo de reprodutibilidade de radioiodacio, bem como
estudo da sensibilidade, precisio e exatid3o dos ensaios. Uma vez
tendo sido obtida a hPr1-IPEN purificada ,foi também realizado o
controle de qualidade do padric ampolizado.

D conteido de hPrl imunoreativa foi de 492,0 ng/amspola (CV
inter ensaio, inter ampola=13,2X). A estabilidade deste material
foi controlada por cinco meses, nio apresentando diminuigl3o sig-
nificativa da atividade imunoldgica, enquanto a precisio do en-

saio foi da mesma ordem daquela obtida com a hPrl NIADDK.

D método de purificacio foi considerado eficaz para obten-
¢30 de hPrl com a pPureza necessaria para a preparacio de reagen-
tes usados em radioiminoensaios, possiindo a vantagem de ser ri-

pido e relativamente simples.
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ABSTRALCT

Purification of human prolactin ¢from pituitaries was
carried out in our laboratory to obtain a pure reagent for use in
RI1A.

The extraction and purification procedure was adapted from
the method of MNc. Lean et al., and it inv:lves the following
steps:

1. Extraction of frozen pituitaries in buffers ©.14n
phosphate/citrate pH 4.0 and 0.05M ammonium acetate pH 10.0.

2. Purification by hydrophobic interaction chromatograrhy on
Phenyl-Sepharose CL-4B in the presence of acetonitrile.

3. Purification by anion exchange chromatography on DEAE-
Sepharose CL-6B.

The whole process from the first homogenization step to the
starting of the lyophilization can be performed in about 1@ dayvs.
In the extraction phase an extra step was added using buffer 50mM
ammonium acetate pH 7.0, which allowed a significant enrichment
in the hPrl content of the extract. Prolactin was recovered from
30~-70 pityitaries with an overall yield of approximately 7
pe/pituitarie.

The purity of the hormone was analyzed on 7X polyacrilamide
gel electrophoresis. hPr1-IPEN presented a single band with
Rm=@,.505, practically coincident with the Rm=0.503 of NIADDK-
hPr1-I-7. In the hPrl RIA, the standard curves obtained with
hPr1-IPEN and NIADDK~-hPrl-I-7 showed a significant parallelism

(P{0.05). By specific RIA, the purest hPri-IPEN presented only



®.7Xx of immunoreactive hGH.

A work was carried out also on internal quality control of
hPr1-RIA. First, using hPrl from NIADDK, a study was performed on
radioiodination reprodutibility, as well as sensitivity,
precision and accuracy of the assays. Then, once obtained the
hPri—-IPEN standard preparation, the same type of quality control
was carried out on this ampolized reference material. The hPril
immunoreactive content was of 492.6 ug/ampoule (CV inter assay,
inter ampoule=13.2X), its stability was controlled ¢¥for ¢five
months, not showing any significant decrease, while the precision
of the assay was of the same order of that obtained with hPrl

NIADDK.

The purification method is considered effective for
obtaining a hPrl of the purity needed for radiocassay PpPUrposes,

having the advantage of rapidity and relative simplicity.
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I. INTRODUCAC

A prolactina (Pr1), o hormdnio de crescimento (GH) e o hor
mSnio lactogénio placentirio (PL) sfo considerados membros de uma
mesma familia hormonal devido & sua semelhanca estrutural, como
também por virias propriedades bioldgicas ¢ imunolégicas comuns
(52,33), gegundo alguns autores, a Prl e o GH divergiram de um
inico gene ancestral hi aproximadamente 400 milhdes de anos e¢ 0o
gene de PL divergiu do gene de GH ha menos tempo, de 10 a 20 mi-
1hSes de anos (12,49.,74),

A sequéncia de aminodcidos da prolactina humana (hPrl) foi
determinada primeiranente por Shome & Parlow, em 1977, e quando
comparada com a do hormdnio de crescimento (hGH), pdde-se verifi-
car que existem 32 residuos (16X) que possuem posi¢cio sequencial
idéntica a molécula de hGH. Em compara¢c8o com o hPL, a hPrl pos-
sui identidade sequencial de 13X .Muitos dos residuos idénticos
entre hPrl e hGH residem na por¢io NH2-terminal da molécula e no
terco préximo ao carboxiterminal da molécula. Showme & Parlow
acharam surpreendente verificar que a estrutura da hPrl possui
tfo pouca identidade com o hGH, em vista da atividade prolactini-
ca intrinseca do hGH (677,

Existem evidéncias de que o GH possui atividade lactogénica
muito alta em primatas 39,31 enguanto que a Pr1 possui, além
da aglo lactog@nica, também uma atividade em promover o cresci-
mento em ratos ¢15),

A primeira evidéncia da existéncia do hormdénio hipofisdrio

prolactina <foi obtida por Stricker € Greuter, quando descobriram



rJ

sua aclo lactogénica (6%),

Antes da década de 1970, quando se dcran os primeiros iso-
lamentos da hPr1¢26.38)  3inda existiam dividas se a hipéfise hu-
mana realmente secretava uma molécula de hPrl distinta do hGH.
Isto se deve principalmente as dificuldades na separaclo dos dois
hormdnios na hipdfise humana. Em quase todas as espécies, com ex-
cecSo dos primatas (homem e macaco) era relativamente ficil puri-
ficar GH e Prl utilizando ensaios bioldgicos para sua identifica-
¢8o. O ensaio bioldgico cldssico para o GH depende do aumento do
peso corporal de ratos hipofisectomizados ¢47), enquanto a Pri
era detectada pela sua capacidade em estimular o crescimento da
micosa de papo de pombo ¢91), No caso do homem e macaco, as pre-
paracdoes de hGH e de hPrl obtidas em extratos hipofisarios inva-
riavelmente produziam respostas positivas para ambos os ensaios,
embora existissem variagdes de resposta entre as diferentes pre-
paracBes (92), Esta dificuldade em se isolar a hPrl1 levou alguns
investigadores a acreditar que o hGH tivesse atividade intrinseca
de hPrl e que a Prl nfo existiria como entidade separada no ho-
nem. Entretanto, observagdes clinicas e experimentais sugeriam
que uma molécula de Prl deveria estar presente no homem, como em

outras espécies. .

A prolactina humana ¢ um hormdnio polipeptidico produzido
pelo 1obo anterior da hipdfise @ durante a gravidez, pela placen-
ta (137, com peso molecular de 24.000 daltons ‘4 '. & constituida
de cadeia iunica de 199 aminodcidos, sendo rica em residuos #cidos

e hidrofdbicos e possuindo » leucina e cisteina como aminodcidos



terminais 12> Apresenta 3 pontes disulfeto (67) ¢ o seu ponto

isoelétrico é de 6,0 (24.43)(Fig. 1),

A hPrl circulante no sangue se apresenta em 3 formas dis-
tintas: a “little’, de peso molecular 24.000 daltons que repre-
senta 70 a 90X da imunorreatividade total de hPrl; a "big , com
Ppeso molecular de 50.000-56.000 daltons com 9 a 20X da imunorrea-
tividade e a "big-big’ que possui peso molecular de 170.000 a
200.000 e constitui de © a 5X da imunorreatividade prolactinica
no soro humano normal ¢1.11,19,20,29,32,70,75) 4 heterogeneidade
da hPr1 parece ser originada na hipsfise e ndo como resultado de
modificacSes periféricas do produto secretado (16,19.20,29,70),

Alguns autores acharam maior porcentagem de formas “big” e
‘big-big" em determinados casos: mulheres gravidas, mulheres com
hiperprolactinemia e fungdes ovarianas normais € alguns casos de
tumores hipofisdrios ¢1,19,29,63,70)

Segundo alguns autores, congelamentos e descongelamentos
sucessivos podem levar a conversio da forma “big° a “little”
(1,19,70) ¢ a *big-big" ‘1?), Acredita-se que a forma "big" é a
forma “little® ligada n3o covalentemente & outra proteina. Ainda
existe controvérsia quanto a diminuig8o da atividade biolsgica da
forma "big", quando comparada com a forma "lit-
t1e°(16,19,20,79,75), Alguns autores acreditam que a forma "big-
big" € um artefato de congelamento ou estocagem, sendo uma forma
agregada da “little® ¢1.,19,7@),

Além disso, a forma "little’ pode ser separada por meio de
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Figura 1: Sequéncia de nucleotideos e aminodcidos da Prolactina Y



eletroforese em pH alcalino em pelo menos trés componentes coe
caracteristicas fisicas -e bioldgicas ligeiramente diferentes
(34,35)

Existem ainda formas clivadas de hPrl1 na hipofise humana
(16K e 18K) que somente aparecem no plasma em certas condicdes
tisiologicas, principalmente na gravidez (50,68)

Em hipofises, liquido amnidtico e decidua humano foi também
descrita uma forma glicosilada de hPr1 (GhPrl) com peso molecular
de 25.000 daltons (33.40,45,57) constituindo de 10 a 15% do total
de hPrl presente no soro, diminuindo durante a evolu¢l3o da gravi-
dez e tornando a aumentar em mulheres que nSo amamentam
(33,40.45), A GPr1 contém uma unidade de carboidrato ligada & as-

paragina 31 e que possui 0 efeito de diminuir sua atividade bio-

1égica (46,357)

A prolactina atua diretamente sobre os tecidos-alvo que sdo
as glandulas mamarias; € o mais importante, mas ndo o unico hor-
mdnio envolvido no processo de lactag@o. Durante a gravidez, os
efeitos combinados dos hormonios hipofisdrios Prl e GH, dos hor-
monios placentdrios PL e Prl, estridgenos e progesterona preparam
0 tecido das glandulas mamarias. A lactag3o é suprimida por uma
inibiglo direta da atividade secretdria das mamas pelos altos ni-
veis de estrigenos € progesterona. Apds 0o parto, os niveis de es-
trégenos e progesterona caem rapidamente e a acio lactogénica da
Pr1 deixa de ser impedida (13),

Sabe-se que a mama, principalmente o bico e a auréola, ¢

ricamente envolta por terminacfes nervosas especializadas. Estes
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receptores sensoriais iniciam impulsos que atingem a drea do hi-
potilamo, 3 qual reéulu a secrec3o de Prl, resultando na elevagio
dos niveis séricos de Prl e na secreclio de leite pelas mamas
i3

O efeito predominante do hipotilamo sobre a secreclo de Pri
¢ inibir a fungdo basal. Em condicdes normais, a Prl em excesso
age diretamente sobre o hipotalamo, o qual libera o Fator inibi-
dor da Prolactina (PIF) que possui acdo de inibir a secrecSo de
Pr1 ¢73), Entretanto, diversos estimuilos ocasionam a liberag3o de
Pr1, n8o sd por desiﬁibicao dos efeitos do PIF, mas por causarem
liberagcdo do fator liberador da Prl (PRF), também produzido pelo
hipotilamo (13},

Muitas funcoes foram sugeridas para a Prl, por exemplo:
controle de fluidos e excrecdo de eletrdlitos, mas para o homem
estas funcdes ndo sio confirmadas. As iinicas fun¢des realmente
confirmadas para o homem s3o a lactacdo e o efeito sobre as fun-
cSes das gdnadas ¢18.27)

No recém-nascido, 0s niveis plasmiaticos de hPrl sio bastan-
te elevados (em média 150 ng/ml) e estes niveis vio baixando até
chegar a0s niveis de adultos normais por volta do terceiro ao
sexto més de vida. Os niveis plasmiticos de hPr1 siio menores nos
homens (média de 7 ng/ml) do que nas milheres (em média $0-1i
ng/ml) e nestas parecem ocorrer pequenas variagoes durante o ci-
clo menstrual ¢18), purante a gravidez, os niveis de hPr1 no soro
vio aos poucos se elevando até o parto (média de 200ng/ml) & se
mantém altos enquanto existir o estimulo da amamentacho ¢(18,73),

No liquido amnidtico os niveis de hPrl s3o muito elevados no pri~



aeiro semestre (10 ug/ml), baixando durante a evoluglo da gravi-
dez (1 ug/ml) (18),

A deficincia de hPrl ¢ rara, somente ocorre em necrose,
infartac8o da hipdfise, hipofisectomia, em sindrome de Sheehan e
quando da administracSo de bromocriptina (737,

A hiperprolactinemia €, provavelmente, a desordem hipotala-
mo-hipofisdria mais comum observada na pritica clinica (737,
Existem muitos casos diferentes de hiperprolactinemia devido a
presenga de tumores hipofisdrios. Ensaios dindmicos de secrec¢c3o
de hPrl ndo parecem ser lteis para a confirmacio de microadenomas
em pacientes com hiperprolactinemia. A investigagdo mais util € a
dosagem de hPrl1 basal que, se estiver acima de 200 ng/ml, }ndica
que provavelmente o paciente esteja desenvolvendo um microadenoma
(17,73), Menos frequentemente, desordens hipotaldmicas ou hipoti
reoidismo podem ser a causa da hiperprolactinemia. O hipertireoi-
dismo pode causar uma elevagiio muito grande dos niveis séricos de
hPr1,(73),

A hiperprolactinemia pode ocorrer como efeito de terapia
por drogas bloqueadoras de receptores dopaminérgicos, drcoas de-
pletoras de dopamina e com estrsgenos ou TRH (7/3), A hiperprolac-
tinemia é também muito frequentemente associada ao hirogonadismo.
Os niveis plasmiticos de hPrl podem estar elevados em mulheres
com ovdrios policisticos, em pacientes com amenorréa apdés O usoO
de contraceptivos orais € em mulheres com amenorréia. A hiperpro-
lactinemia é menos comum em homens <737,

A hPr1 tem um volume de distribrui¢gdo que se aproxima do

fluido extracelular. Apds administracio exdgena ou supressio de



secrecio enddgena, O nivel de hPrl no plasma cai rapidamente,

possuindo meia-vida de 20 a 30 minutos (13),

Resulta evidente, por quanto exposto acima, que a dosagea
de hPrl é de muita utilidade para a reislizacio de testes diagnés-
ticos. 0 imunoensaio de prolactina é utilizado especialmente para
o diagndstico de adenomas pituitirios e relativo controle e ava-
liagSo da funcionalidade hipotalamica, de galactorréa, amenorréa
como também na detecglo de esterilidade e em casos de impoténcia
e ginecomastia masculina. Por isso este ensaio se constitui num

dos mais frequentemente realizados nos laboratdrios de Anidlises

Clinicas.

Muitas explicacoes podem ser dadas sobre a dificuldade em
se purificar a hPrl. Uma das Principais razdes € que o hGH cons
titui de 5 a 10% do peso seco da hipofise, enquanto que o contei-
do de hPrl esta por volta de ©,1% , o0 que significa 50 a 100 ve-
zes menos que o hGH ¢18?, Outro problema importante € a instabi-
lidade da hPrl durante a estocagem das hipofises € 0o isolamento,
principalmente devido = enzimas proteoliticas presentes nesta
glindula (35,36,38,54) ¢ também devido ao fato deste horménio ser
reconhecidamente 1dbil, princiralmente quando em baixa concentra-

c%o proteica e/ou alta forga idnica (94),

0O primeiro trabalho sobre a purificac3o da hPrl que obteve
éxito foi o de Lewis, em 1971 (37) apiec obtencSo pelo mesmo autor

de evidéncia eletroforética da existéncia de hPrl na hipsfise de



uma mulher que morrera durante o 52 més de gravidez (3%, Depois
dfsso, outros trabalhos foram realizados sobre o mesmo assunto,
obtendo a hPrl a partir de hipéfises (19,21,22,28,58,65) o 4o 1-

quido amnidtico (%),

Os métodos de extrag8o de hPrl utilizam normalmente uma ex-
tracfo prévia em pH dcido ou neutro a fim de remover proteinas
inter ferentes e parte do hGH, seguida de extragdo em pPH alcalino
(8,5 a 10,0) onde a hPrl ¢ solubilizada em solucio mquosa (37.65)
ou etandlica, com concentraci3o de dlcool etilico de 25 a 50%
(28,38,58), gendo que no tltimo caso, a hPrl € precipitada apds
adic3o0 de alcool etilico em concentragio de 85X e depois ressolu-
bilizada em pH alcalino.

As fases de purificacic mais utilizadas s3o: cromatografia
de exclus3o molecular em Sephadex G-100 ou G-150 ¢(27,28,37,38,38,
65), cromatografia de troca anidnica em DEAE-cellulose ¢27,28,37,
38,58) ou DEAE-Sepharose CL-4B (22.65)  Alguns métodos utilizam
ainda a cromatografia de troca catidnica CM-cellulose (27,28) 5,
a separacio por focalizacio isoelétrica ¢?:98), que n3o parecem
apresentar bons rendimentos.

Os .»étodos mais recentes utilizam a purificacdo por croma-
tografia de interacido hidrofdbica em Phenyl-Sepharose CL-4B. Ao
que parece,a hPrl € uma proteina que apresenta alta hidrofobici-
dade e, portanto, se utilizam desta propriedade para a sua puri-
ficacZo junto dos outros hormdnios hipofisdrios e do hGH e utili
zam também a cromatografia de troca i3nica em DEAE-3epha-ose

CL-68, podendo ou nfo apresentar purificacies intermedidgrias por
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exclus§o molecular (21,22,65),

€ sabido que um antigeno purificado ou altamente purificado
¢ a matéria prima fundamental para a obtencio dos reagentes ne-
cessirios pPara montar um isunoensaio e, mais especificamente no
Caso presente, um radioimunoensaio. Prolactina purificada seri
necessiria para a produciio de anticorpos especificos (mono e po-
liclonsis) como também para 3 preparacio de solucdes padrio ampo-
lizadas, calibradas contra o padrdo primirio internacional da Or-
ganizac8c Mundial da Saude (OME).
Prolactina altamente purificada serd necessdria para a marcagao,
no caso em discussio, com 1251 De fato, pelo que & de conheci-
mento do autor, este hormdnio n3o € produzido no Brasil e, espe-
cialmente devido & sua e€scassez na hipofise, as dificuldades Jjad
mencionadas relativas a sua extracdo e purificacio, o seu custo ¢
exorbitante, chegando a aproximadamente USS 12.000 por miligrama
de hormonio purificado, o mais caro dos hormdnios hipofisarios.
Além disso, ao pregco devem ser adicionadas as dificuldades de im-
portacio e de suprimento regular deste produto altamente 1dbil.

A todas estas razdes se devem os objetivos deste trabalho
cuja meta € a padroniza¢c3o de uma técnica suficientemente rdpida
de extracdo e purificagcSo de hPrl, a partir de um nimero relati-
vamente pegucno de hipofises humanas. Devido as dificuldades pri-
prias do processo de extracio e aos problemas surgidos na obten-
¢So de gléndulas humanas, optou-se por esta escala reduzida para
depois, somente num segundo tempo e além dos objetivos do presen-
te trabalho, realizar extracdes em escalas semi-industriais. Serd

dada énfase particular a obtengSo de um produto suficientemente
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puro, e & obtencio de rendimentos finais que apresentem valores
de acordo com Os dados da literatura. A proteina purificada serid
caracter izada eletroforética e imunologicamente em comparacio “com
o produto altamente purificado, cedido pelo “National Institute

of Health® dos EUA.
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II. MATERIAIS

2.1. Materiais &€ Equipamentos:

Agitador magnético modelo 257, marca Fanem, S§o Paulo, Brasil.
Agitador mecinico do tipo “"Vortex"' modelo AT-56, marca Phoenix,
S3o Paulo, Brasil
Balanca analitica com precisdo de 0,001 mg, marca Mettler, Zu-
rique Suiga.
Balanca semi-analitica com precis3o de 0,1 g modelo P10GOON,
Mettler, Zurique, Suiga.
Bomba peristaltica modelo 4912A, marca LKB, Estocolmo, Suécia.
Coletor de fragdes automatico modelo Ultrorac 7000, marca LKB,
Estocolmo, Suécia.
Contador gama, tipo pogco com dectetor de NalI(T1l), modelo 4000,
marca Beckman, Fullerton, USA.
Contador gama, tipo pogo com dectetor de NaI(T1), modelo 1185,
marca Nuclear Chicago, Illinois, USA.
Centrifuga refrigerada automdtica modelo Super Speed RC-2B,
marca Sorvall, Connecticut, USA.
Colunas cromatogriaficas de vidro de vdrios tamanhos, construi-~
das no IPEN-CNEN/S&o Paulo, Brasil.
Cuba eletroforética de acrilico, Técnica Permatron, 830 Paulo,
Brasil.
Densitdmetro modelo Scan 400, marca Joyce Loebl, Londres, In-
glaterra com Registrador mar~- "ryans, modelo 28000, Londres,

Inglaterra.
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- Espectrofotometro modelo PMQII, marca Carl-Zeiss, Oberkochen,
Repdblica Federal da Alemanha.

- Homogenizador modelo 60K, marca Virtis, Nova York USA.

- Liofilizador marca Edwards, €S0 Paulo, Brasil.

- Peagimetro modélo B371, marca Micronal, Sio Paulo, Brasil.

- Pipetas automiticas de virios volumes, marca Oxford, Foster
City, USA.

- Pipetas reguldveis automaticas de virios volumes, marca Eppen-
dor ¥, Hamburgo, Repiblica Federal da Alemanha.

-~ Repipetador automiatico, marca Eppendorf, Hamburgo, Repiblica
Federal da Alemanha.

- Seringas de 10 pl marca Hamilton, Reno, USA.

2.2. Reagentes e Solucsdes:

Reagentes:

- Acetato de Amdnio P.A., Merck, S3o Paulo.

- Acetonitrila para cromatografia, Merck, Darmstadt, Repiblica
Federal da Alemanha.

- Acido citrico, J.T.Baker, Sdo Paulo.

- Acido cloridrico concentrado P.A., Merck, S350 Paulo.

- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), Carlo Erba, S30 Paulo.

- dcido ortofosférico, B. Herzog, S3o Paulo.

- Acido tricloroacético (TCA), J.T.Baker, S350 Paulo.

- Acrilamida, Bio Rad, S%o Paulo.

-~ Alcool etilico P.A., Merck, S8o0 Paulo.
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AmSnea liquida P.A., U.C., S8o Paulo.
Azida sddica P.A., Merck, S&o Paulo.
Azul de bromofenol, Merck, S8o Paulo.
Azul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia.
Bacitracina, Inlab, S88o Faulo.
Benzoato de p-hidroximercurio N2 PM@752, Sigma Chemical Com-
pany, St Louis, EUA.
Carbonato de sdédio, P.A., J.T.Baker, Sio Paulo.

Cloramina T., P.A., Merck, S8o Paulo.

DEAE-Sepharose CL-6B, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sué-
cia.

Fluoreto de p-metil sulfonil, N2 P-7626, Sigma Chemical Com-
pany, St Louis,EUA.

Fosfato de sodio monobdsico € dibasico,P.A., Carlo Erba, Sfo
Paulo.

Glicina P.A. Merck, S&o Paulo.

Iodeto de potassio P.A., Merck, S8o0 Paulo.

Metabissulfito de sidio P.A., Merck, S3o Paulo.
N,N'-metileno bisacrilamida (BIS), Bio Rad, S50 Paulo.

N,N,N’ ,N'~tetrametilenodiamina (TEMED), Bio Rad, S8o0 Paulo.
Nal231 em hidréxido de sédio @,1N, New England Nuclear Boston,
EUA.

N etilmaleimida, Fluka, S3o Paulo.

Pentdxido de di-fdsforo P.A., Merck, S8o Paulo.
Polietilenoglicol 6000 (PEG), Atlas, S&o Paulo.
Phenyl-Sepharose CL-4B, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sué-~

cCid,
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Reat ivo de Folin-Ciocalteu 1,75N, QUEEL, S$8o Paulo.
Riboflavina, Roche, S§o Paulo.

Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suédcia.
Sacarose cristais P.A., Merck, SSo Paulo.

Sulfato de cobre pentahidratado, P.A., Reagen, S8o Paulo.
Tartarato de potassio P.A., Merck, S3o Paulo.

Tris-hidroximetil-aminometano (TRIS) P.A., Merck, Sio Paulo.

Materiais Bioldgicos:

Lactoperoxidase N2 L8257, Sigma Chemical Company, St Lounis,
EUA.

Soroalbumina bovina, fraglo V, N2 A4503, Sigma Chemical Com-
pany, St Louis, EUA.

Soroalbumina bovina, RIA grade, N2 A7888, Sigma Chemical Com-
pany, St Louis, EUA.

Prolactina empregada para radioiodagao NIADDK-hPri-i-7z
(AFP-9900), obtida por doa¢ido do National Institute of Arthri
tis, Diabetes Digestive & Kidney Diseases (NIADDK).

Prolactina utilizada como padr@o: NIADDK-hPrl1 RP-4i, obtida do
NIADDK por doagido.

Anticorpo anti hPrl1: NIADDK-anti-hPr1-3 (AFP-C 1i580) produzido
em coelhos, obtido do NIADDK, por doagdo.

Horm3nio de Crescimento empregado para radioiodac80: Extraido e
purijficado no IPEN, segundo a técnica de Roos et al (97), wmodi-

ficado por Assis et 21 (37,
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- hGH utilizado como padrio: NIAMDD-hBH-RP-1 (AFP 4793B), obtido
do NIADDK, por doacdo.
- Anticorpo antihGH: NIAMDD-anti—-hGH-1 (AFP-97720133), obtido do

NIADDK, por doacSo.

Hipofises:

As hipifises foram gentilmente doadas pelo Dr.Sigmar Horst Car-
doso do Servigco de Verificac8o de dbitos do Hospital S3o Paulo;
retiradas até 24 horas apds o 6bito € congeladas a -202C antes

de serem processadas.

Solucdes:

Solugdes utilizadas para extracio:

- Tampao fosfocitrato ©,44M, pH 4,0:
ACido CitPiCD.eerracanarsnnnnsecesesi2,B g
Fosfato de sidio dibdsicDeuanns.es11,2 g
AZida $00iCAsacsensaanscnss s0s000:.90,65 g

Agua dest i1nda 9SP.sesrcoscnssannssai000 ml

- Tampio acetato de aménio S0 mM, nos pH 7.0, 8.5 e 10.0:
Acetato de amANiO..scvcesncanenessse3,85 g
AZida BO00iCRecsancsasnsssnnnssseee®, @5 g (imM)
0,65 g (10mM)
Agua dest ilada QSP.cssssssencenaes 1000 ml

0O pH foi acertado com uma soluglio de amiénia a 20% .
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Soluclo de N-etilwileimida: 250 mg em 1@ ml de sgua dcsfilada.
Solu¢cdo de benzoato de p-hidroximercurio: 720 mg em 10 m1 de
NaOH 0,1 N.

Solucfo de bacitracina: 25 X 106 Ul em 10 ml de dgua destilada.
Solucio de dcido etilenodiaminotetracético: 740 mg em 10 ml de

dgua destilada.

Solug8o de fluoreto de p-hidroximetil: 350 mg em 10 ml de eta

nol.,

SolucOes utilizadas para Cromatografia em Phenyl-

Sepharose CL—4B:

TampSo0 acetato de amdneo 50 mM, PH 8,5: Ja citado para extra

¢8o.

Tamp30o acetato de amdnio 10 mM, contendo 35X de acetonitrila,
pPH 8,5:
Acetato de amdNiO...ccnencseeeneea.®,774 g.
Acetonitrila.ccccscscsencaancasencaa350 ml
AZida SOdiCAcrennassncannssssssseP.065 g
Agun dest ilada QSP.cesceassncasseesi®00 ml

0 pH foi acertado com uma solu¢lo de amBSnia a 20% .
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Solucoes utilizadas para Cromatografia em DEAE-

Sepharose CL-6B:

- Tampfio acetato de amdnio 20mM contendo 20X de acetonitrila,
pH 8,5:
Acetato de amONiO.aceacenrscsesessi,54 g
Acetonitrila.cccacccscsncccacecessa200 ml
dgua destilada QSP.ccancccccscsas1000 ml

O pH foi acertado com uma solucio de amdnea a 20X .

- Tamp3o acetato de amdonio 250 mM contendo 20X de acetonitrila,
PH 8,5:
Acetato de amOniO.cccececereses..19,27 g
Acetonitrila.cceccccescsccncnssessald0@ mi
Agua destilada QSPecceacccsccancss.1000 ml

O pH f0i ajustado com uma soluc3o de amdnea a 20X .

Solucdes utilizadas para a determinacZo protéica

pelo método de Lowry:

- Soluglo A:
Carbonato de S5di0.ccenssssnnsesennal® g

NaDH o;i N qSP---..--.--------..--1000 .1

- Solucio B:
Sulfato de cobre pentahidratadOecenceses10 g

Ag9ua destilada 9SP.ecevrnssesasss 1000 ml
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~ Soluglo C:
Tartarato de PotEsSiO.ccrccccscneneaa20 @

Agua destilmda QEP.censcacransanasi®00 ml

- Soluc8o Reagente:
Solucho Ac.ccecrerencencscssccnncseeeeci®® ml
S0l1ucHo Boverrvsonnnsnoscnnscccsncsnnssad ml
S0lucR0 Cuvnvocaronncsnncnssnscesssanncai ml

Preparada imediatamente antes do uso.

Reativo de Folin foi diluido a § N antes do uso.

Solucio utilizada para a radioiodagc8o e purificagao

do produto marcado:

- Tamp@o fosfato de sddio @,5M, pH 7,4:
Fosfato de sddio monobdsico % Hy0.....8,97 g
Fosfato de sodio dibdasico x 12 Hp0..157,97 g
Agua dest ilada QSP.csasccssesscccssesea 1000 ml
Este tamp30 foi diluido para obter o tampio fosfato de sodio
@,05M, PH 7,4, Para a purificacdo em coluna de Sephadex
G-100, foram adicionados 0,iX de Soroalbumina bovina

(SAB) e 0,02% de azida sdédica.
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Solugc@o utilizada para incubacio do Radioimunoensaio

de hPrl1 e de hGH:

Tamp80 fosfato de sddio ©,@05M, pH 8,6:
Fosfato de sddio dibasico x 7 Hp0....7,99 g
Fosfato de sidio monobasico » Hp0....0,27 g
Agua destilada QSP.cccccvcncennnsas..1000 ml

Foram adicionados @,25% de SAB a solu¢io antes do uso.

Solucdes utilizadas para Eletroforese em gel de

Poliacrilamida:

Solucio A (pH 8,9):
TRIS.eionaasssannsssssnnsannsnsnsessdd, 50 g
TEMED. suesmecnvansenneancncans renrnss@.23 ml
Acido cloridrico IN...ueesvosesrseesrsa.48,0 ml

Agua destilada QSPaceesrecosnnsnncrcnns 100 ml

Solucdo C:
Acrilamida....l.ll..ll.....ll.l..l'l.zalo 9
Bisacrilamida".l...'......l..l-."'ol74 g

Agua destilads QSP.ssaswenna ceesssrseai®0 ml

Soluclo E:
Ribo{lavina.l.l.l...lI.II..I.I'I'-..I4'009

Aguua destilada QSPecenscasnsoncassensai@®@ ml



Solug¢io F:
CaCarosS€.ccacces eseessssassssnnsacssad0,0 g

dgua destilﬂda QSP....--.-.----..-....100 Ml

Solugcio para polimerizagio a 7% :
SOlUCAD Acvrasvnesssosnasennssnnsnansned,® ml
SOIUCAD Crvenrrccecnannsnnsssoncannesa2, @ ml
SOIUGAD Euvenecnussonanscancannnacnesad,® ml

dgua destilada...-..-.---------..-----4,0 ml

Solugio de Azul de Bromofenol (ABF):
Azul de bromofenol...vesenccss P -

Agua destilada QSP.csssccccesecsnceanasi@0 ml

Tampdo estoque: Tris glicina @,4M, pH 8,3:
TriGueonssasosenosnsnnnvevnassanaenssse 6,0 9
GliciN@.ceroasesevensnroae sesasnms een»=:28,8 9
Agiua destilada QSP.sscceccscsccseosaes.100 ml

Diluido a 1:1@ antes do uso
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III. METODOS:

3.1. Metodos de Quantificacio Protéica:

3.i.1. Método de Lowry:

Com a finalidade de dosar as proteinas nos "pools’ das di-
ferentes fases da purificagio de hPrl, houve a necessidade de in-
troduzir-se um método preciso de quantificaclo de proteinas em
solu¢io. 0O método escolhido foi o de Lowry e cols (41) | A5 solu-
¢coes reagentes foram usadas num volume 3 vezes maior do que o
originalmente descrito, para que se tivesse um volume adequado ac
cubetas de leitura espectrofotométrica de maior caminho dptico (2

cm).

Preparo da Curva de Padr3o Protéico:

0 padr3o protéico utilizado foi a Soroalbumina bovina, fra
¢3o0 V (SAB), SIGMA NZA45e3.

Prepararam-se 3 solugies aquosas idénticas de SAB, pesando-
se 5 mg em balanga analitica e dissclvidos em 10 ml de dgup des
tilada e misturadas. A partir desta, 7 dilui¢cdes foram obtidas:,
S, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 ng/200 nl. Cada uma destas solugdes

foi processada em duplicata no ensaio.
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Preparo das Amostras Desconhecidas para dosagem:

De cada amostra foram feitas varias dilui¢ctes, tomando por
base a experiéncia adquirida, de maneira qQue sma ou maic dessas
diluignes pudessem ser lidas na curva padrio. Toda solu¢lio cuja
concentragfio proteica nio se enquadrasse na zona de linearidade
da reta padr3o era refeita, utilizando-se a diluigio mais conve-

niente.

Protocolo de Ensaio:

Todos o0& ensaios foram realizados a temperatura ambiente e

cada ensaio seguiuy o protocolo abaixo:

S e e - e = e e T S e PP o o b S e S e ey P e M Mt S . o W e P — > R S e te 4 e Ghre SO0 tove = e o4 SoeE P ke s S e e b SOR P P S poge

N2 do tubo Identifica¢cio Sol. protéica Reagente A Reativo Fo

(ul) (ml) lin-Ciocal

teu IN (ml)
i Controle »* 3 0,3
2 Padr8o S pg 200 3 0,3
3 Padr3o 10 ug 200 3 0,3
4 Padr3o 20 ug 200 3 0,3
5 Padrdo 30 ug 200 3 0.3
é Padrao 4@ pg 200 3 0,3
7 Padrdo S0 ng 200 3 0,3
8 Padrio 6@ ug 200 3 0,3
9 Solugao desc. : 200 3 0,3

M o s dan B e s = e e e ot e o e ey = e P b o e e M oo by O P . A P i Mok b o e Sy e et GO W e o b i oo S —— T~ T~ —— -

® = 200 1l de agua destilada.
Cada ponto foi feito em triplicata. O controle serviu para

calibrar o ponto zero da leitura espectrofotométrica.
A adi¢g3o do reagente A foi seguida de homogenizacl3o em agi-

tador tipo ‘Vortex” e o tempo de reac8o foi de 30 minutos



A leitura espectrofotométrica foi sempre realizada dentro
de duas horas no maximo apds a adi¢ao do iltimo reativo. Os para-
metros fixos de leitura foram:

-Cubevas de quartzo com caminho Sptico de 2 cm,
~Leitura da absorb3ncia em comprimento de 750 nm,
~Fenda ©,1.

Para a anialise dos resultados, foi estabelecida uma curva
padr3o cauculando-se uma reta por regressio linear pelo método
dos minimos quadrados.Como varidvel independente (X), considera-
ram-s€ os valores de quantidade de proteina € como varidivel de-
pendente (Y), as respectivas médias das trés leituras espectrofo
tométricas. Os valores obtidos foram multiplicados pelos valores

de diluigio utilizada.

3.1.2. Método baseado na A 280 pm°

Admit in~se um valor de A?Lm = 9,5 em 280 nm (22), 1ido em
espectrofotdometro Carl Zeiss PMQII, com cubetas de quartzo de 1§
cm. Este tipo de determinaclo protéica foi utilizada para obter
valores aproximativos nas fracces eluidas dos cromatogramas em

Phenyl-Sepharose CL-4B e DEAE~Sepharose ClL-éB.
3.2. Técnica de Marcac¢io:

A radioiodacio, isto é, a ligacdo covalente de 1291 on 131y



a um radical de tirosina de cadeia polipeptidica € uma maneira de
marcar proteinas para que possam ser usadas como tracadores em us
sistema de radioimunoensaio.

Tendo em vista que a hPrl é um horminio reconhecidamente
1dbil, procuramos analisar trés condicoes de marcac3o a fim de
obtermos um bom tracador.

As marcacdes foram realizadas em carela, devido a volatili-
dade do 1291, as reacoes foram realizadas em tubos de ensaio (12
x 75 mm) de fundo cdnico, sob agitac3o moderada € continua com o
auxilio de um microima € sobre agitador magnético. A quantidade
de 1251 variou de acordo com a atividade especifica de cada par-

tida, sendo utilizados aproximadamente 800 puCi de 1251,

3.2.1. Marcac3o pelo Método Clissico da Cloramsina T:

D método cldssico de marcagio, de Hunter & Greenwood ¢29)
utiliza quantidades fixas de agente oxidante (cloramina T) € de
um agente redutor relativamente forte (metabissulfito de sidio).
No presente trabalho, utilizamos metade das quantidades de clora-
mina T e de Metabissulfito de sidio que as descritas por Hunter &
Greenwood. ]

A 40 .l de tampao fosfato de sidio 0,05 M, pH 7,4 foram
adicionados 5 g de hPr1 NIADDK para marcacio (em 10 pl de tampio
fosfato de sédio 0,85 M, pH 7,4) e 800 uCi de 1251, A seguir,
adicionaram-se 25 jug de cloramina T em 1@ ul do mesmo tampdo e,

apds 3@ segundos, 100 pug de metabissulfito de sidio em 20 ul  do

mesmo tampio. Foram adicionados, logo apds, 200 ng de iodeto de



potassio em 200 pl € 1 mg de azul dextrano em 1 ml de tamp3o fos

fato de sidio 0,05 M, pH 7,4 contendo @,1% de SAB.

3.2.2. Marcagcio pelo método estequiométrico da clo-
ramina T, modi ficado:

h (66’, com algumas mo-

Adotamos especialmente o método de Rot
dificac@es introduzidas em nosso laboratério (7). Por este méto-
do, a cloramina T é adicionada em quantidades limitadas, adicio-
nando-se pequenas quantidades por vez, sendo o grau de iodag¢do
medido pela precipitacio com TCA a 207Z . Para cessar a reagcio ¢
suficiente diluir a solucido de marca¢cio com tampSo contendo 0,1%
de SAB, que funciona como redutor mais suave que o metsbissulfito
de sdidio.

A 40 1 de tamp3o fosfato de sodio @,5 M, pH 7,4 foram adi-
cionados 800 uCi de 3251 e 5 pg de nPr1 NIADDK para marcacio (en
16 pul1 de tampSo fosfato de sidio @,05 M, pPH 7,4). Foram wusadas
aliquotas para controle do teste de precipitacdo pelo TCA € a se-
guir foram adicionados 1,5 ug de cloramina T (em 5 ul do tamp@o
fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,4). Esperamos 2 minutos e a seguir,
fizemos a prova de precipitacio pelo TCA. Guando a porcentagem de
incorporacio de 1291 ao horménio medida pelo teste de precipita-
¢%0 pelo TCA, se encontrava por abaixo de 40%, adicionamos o do-
bro da quantidade de cloramina T colocada da ultima vez até atin-
gir um n.vel satisfatdrio de incorporacdo medido pelo teste do

TCA. A reagc?o foi encerrada, adicionando~se 200 g de iodeto de



potassio €m 200 pl de tampdo fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,4,
contendo @,i%Z de SAB € 1 mg de azul dextrano em 1 m1 do mesmoc

tampio.

3.2.3. Marcac¢iao pelo Método da Lactoperoxidase:

Este € um método de marca¢ao mais suave, no qual utiliza-se
uma enzima como agente oxidante € H202 como catalizador; a rea-
¢5o é encerrada diluindo-se o produto da marcagio (19)

Seguimos o método de Thorell ¢(72), introduzindo algumas mo-
dificagies:

A S g de hPr1 NIADDK para marcacldo (em 10 ul de tampSo
fosfato de sidio ©,05 M, pH 7,4), adicionamos 800 uCi de 1291,
Desta solugdo foram utilizadas aliquotas para o controle da por-
centagem de incorporagio de 1291 pelo teste do TCA a 20% . Foram
ent30 adicionados 10 pug de lactoperoxidase (em 10 ul do mesmo
tampio) € 0,03 ug de Holp (em 2 ul do mesmo tampio). Da mistura
de marcacio foram pegas aliquotas para o teste de precipitagio
pelo TCA. Conforme o0 resultado obtido no teste do TCA a 20%, ou
seJa, a porcentagem de incorpora¢io de 1251 a0 horm3nio, foram
adicionados mais HpDp (0,03 ug) e novamente realizado o teste do
TCA. Quando a porcentagem de incorporacio de 1251 ao horminio se
apresentou satisfatdria (por volta de 40X), foram adicionados 200
ng de iodeto de potdssio em 200 ul de tampio fosfato de sddio,
0,05 M, contendo 9,1%Z de SAB, em pH 7,4 € mais i ma de azul dex-

trano em um ml do mesmo tamp&o.



3.2.4. Teste de Precipitacio pelo TCA a 20X

Por meio deste teste podemos fazer uma avaliagdo da porcen-
tagem de 1251 que foi incorporado ao horminio durante a marcacao.

Foram pegas aliquotas com capilares de vidro cujas pontas
em forma de bulbo foram mergulhados na mistura de marcacso antec
(controle) € apds a adi¢Ro0 do agente oxidante. Cada capilar foi
entd3o mergulhado em um tubo contendo 200 p11 de tampSo fosfato de
sodio 0,05 M e 0,14 de SAB, pH 7,4, Aos tubos se adicionaram 800
ul de TCA a 20X . Depois de agitados, os tubos foram centrifuga-
dos a 2009 repm por O minutos. Separou-se o sobrenadante do preci-
pitado e as duas fracies foram contadas em contador gama. As

amostras € também o controle foram feitos em duplicata.

contagens do precipitado 100

% de Incorporacio de 1251 = —
cont. do precipitado+cont. do sobren.

Guando a porcentagem de incorporacac de 1291 pelo teste do

TCA chegou a aproximadamente 40%, foi interrompida a rea¢8o.

3.2.5. PurificagSo da hPrl1 Marcada:

A hPrl radioiodada foi purificada por cromatografia de eu-
clus8o molecular em gel de Sephadex G-100 médio. Para montar a
coluna de 2,3 x 43 cm, o pd seco foi previamente intumescido com
tampdo fosfato de sdidio ©,05 M, PH 7,4 por 24 horas e lavado va-
rias vezes com o mesmo tampdo. A coluna foi preenchida com a re-

sina € lavada 3 vezes o seu volume com tamplo fosfato de sddio



®,05M, contendo ©,1% de SAB € 0,02% de azida sidica. Apds aplica-
¢30 da mistura de reacldo a coluna, a €luiglo foi realizada com ©
mesmo tampdo de lavagem da coluna e aplicado um fluxo de 12 ml/
hora. Coletamos 110 fracides de 2 ml cada uma. De cada fragio foi
retirada uma aliquota de 20 pl, colocada em um cone de papel alu-
minio € contadas em contador gama (Nuclear Chicago). A partir dos
dados obtidos, foi feito um cromatograma da purificag3o em cpm x
n® da fraglo de eluiglo. Das fragdes correspondentes ao pico da
hPr1 marcada, reconhecidas pelo seu coeficiente de distribuig3o
(Kd) caracteristico, foi feito um “popol” aliquotado em volumes de

até ©,5 ml e congelado a -202C.

3.2.6. Cilculo da Recuperagiio:

Da mistura de marcacfo foram retiradas trés aliquotas de 20
pl e adicionadas a trés tubos de ensaio (tubos 1,2 € 3), contendo
980 ul do tampio utilizado para lava.” a coluna (Item 3.2.5.). De
cada um dos tubinhos retiramos 20 pul e contamos em contador gama,
Juntamente com as seis ponteiras utilizadas, o tubo onde foi rea-
lizada a marcacio e a ponteira utilizada para aplicar o marcado a

coluna. A porcentagem de recupera¢do € obtida por:

T
A

onde .
A = atividade total aplicada a coluna,

T = atividade total recuperada nas fragoes.
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Calcula~-se A utilizando a formula seguinte:

S x 1000 x V 35S % 10ee

20 x 20 20

onde:

S = valor médio (cpm) das aliquotas de 20 pl retiradas dos tu
bos 1,2 e 3,

V = volume da mistura de reaglo,

1000 = volume em ul dos tubos i, 2 e 3,

20 = volume retirado da mistura de marca¢io e também volume das
aliquotas dos tubos i, 2 e 3,

X = soma da radioatividade (em cpm) perdidas nas ponteiras e tu

bo chnico utilizados para marcag¢io.

Calcula~-se T pela farmula:

n
T =2 §f % Yi
i=1

onde :
Y = radioatividade (em cpm) presente em 2@ )11 de cada fragio de
€luato da coluna, descontada 2 radiacido de fundo,
n = mniimero de fragies,
f = fator de dilui¢3o, dado pela relaglo volume da fragSo/volu

me da aliquota.



3.2.7. Cilculo do Rendimento da Marca¢3o:

A partir do perfil cromatografico obtido na Fig. 6, foi le-
vado em considerac3o para os calculos do rendimento da marcaciao,
a radioatividade total do pico de 1295I-hPr1.

A porcentagem do rendimento de marcagilo ZH* & dada por:
»

AH* = » 100

T
onde :

H* = Hormdnio radioiodado

3.2.8. Cilculo do Coeficiente de Distribuiglo (Kd):

0O cdlculo do coeficiente de distribuigio (Kd) é dado pela

equag¢io:

Kdg =

Ve = volume de elui¢cdo do pico a ser examinado,

Vo = volume de exclusio molecular, medido pelo volume de elui
¢80 do azul dextrano,

V¢ = volume total da fase liquida da coluna, medido pelo volume

de elui¢io do 1291,



3.3. Radioimunoensaio da Prolactina e do Hormeénio de
Crescimento com reagentes NIADDK e seu Controle de

Qual idade:

3.3.1. Radioimunoensaio de hPril:

Selecdo das Condigdoes para o Ensaio de hPril:

A quantidade de hPrl, assim como a de hGH nos extratos hi-
pofisirios € relativamente grande se comparadas com as quantida-
des normalmente dosadas em Soro € plasma. Assim sendo, montou-se
uma técnica de RIE de hPrl de modo a obtermos maior precisio, em
sacrificio da sensibilidade. Desse modo, evitaram—-se diluigdes
excessivas das amostras, fator que acarretaria maiores erros na
estimat iva de concentragao final do horminio. A técnica de RIE
para o hGH jd existia no laboratério do IPEN €59 e nSo foi modi-

ficada.

Fizemos testes com diferentes tampbes para estabelecermos

as condigoes para o ensaio de hPrl:

Tampies de ensaia!’

a. Tampdo fosfato de sodio @,01 M, + @,25% SAB, pH 7,4
b. Tampio fosfato de sodio ©,05 M, + @,25%X SAB, pH 7,4
c. Tampdo fosfato de sodio ©,01 M, + @,25% SAB, pH 8,6

d. Tamp3o0 fosfato de sodio €,05 M, + @,25% SAB, pH 8,6



O protocolo de ensaio foi o seguinte:
Amostras Tampi0 de ensaio Ant i-soro hPri*
(20000 cpm)
i.zero 900 pl - 100 pl
2.NSB 100 pl 800 nl 100 pl

—— ——— ——— ———— ——— Y T S - T f— —— . " S W S " Y W S - —— T — -

Incubagc30 por 24 horas a 4%C.

0 método de separagcio das fragdes livre € ligada foi o que
utiliza PEG 6000Q, para precipitacio da fragio ligada <B). Fizemos

a separacao em diferentes concentracies de PEG 6000:

Solugies de PEG:

a. PEG a 17%Z em tamp30o fosfato de sidio 0,04 M, pH 7,4
b, PEG a 25% em tamplo fosfato de sidio ©,04 M, pH 7,4
c. PEG a 17% em tamp3o fosfato de sidio ©,04 M, pH 8,6

d. PEG a 25% em tampSo fosfato de sidio @,04 M, pH 8,6

0 protocolo de separagdo utilizado foi o seguinte:
Solugdo de incubaglo: 200 ul
Soro humano normal: 3@ ul
Soluglo de PEG: 500 ul
Os tubos foram agitados em ‘virtex"' e centrifugados a 4000

rem por 20 minutos a 42C. As amostras foram dosadas em duplicata.



Protocolo de incuba¢3o utilizado para o RIE de hPril:

O protocolo de incubagio utilizado para as determinacoes de

hPr1 foi o seguinte:
TampRo de Amostra Pr1* Ant i-soro na
ensaio (hPrl1 ¢ria) (50000cpm) diluigdo
adequada
1 .NSB 450 pl - S50 pi -
2.B0 50 nl - 5@ nl 400 y1
3.Padries - 50 pl 50 ul 400 pl
4.Amostras - 50 pui 50 pl 400 pl
S.Controles - 90 nl 950 pni 400 ul

- o o - i o bte o o s An o o s o Nt AL e SRR (e Sl i ot e M (S e S A At S S A e e o — o S o T T —— — e Lk more $r . . e S8t Srme o o i S e

Cada tubo foi feito em duplicata.

As incubacgres foram efetuadas a 4%C por 24 horas.

Para a separagfo das fracides livre e ligada foram utiliza-
dos 200 ul de cada tubo, sendo adicionados 3¢ ul de soro humano
normal e 500 pul de PEG. Os tubos foram agitados em vortex € cen~

trifugados a temperatura de 4%C em 4000 rpm por 20 minutos., 0 so-

brenadante foi aspirado € do precipitado foi medida a radioativi-

dade em contador de radiagc3o gama. Cada separacio foi feita em

duplicata, esendo que cada amostra foi dosada em quadruplicata

(duplicata de incubagB0 e duplicata de separacgio).
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A Figura 2 apresenta um exemplo tipico de curva padrio de

radioimunoensaio de hPril.

3.3.2. Determinacio da d6tima Diluicio do Anti-soro:

A Stima dilui¢io do anti-soro a ser empregada no ensaio foi
determinada para cada tracador. Para este fim, incubaram-se du
rante 24 horas a 42C, 100 pl de tampHo de ensaio, 100 pl da 1291-
hPrl contendo aproximadamente 20000cpm e 800 pl de anti-soro
nas seguintes diluigdes: 1:20000, 1:40000, 1:80000, 1:1460000,
1:320000, 1:640000, 1:1280000 € { 2560000, Foram também incubados
dois tubos com auséncia de anticorpo com o intuito de determinar
2 ligag2o inespecifica do ensaio. Os ensaios foram realizados em
quadruplicata (duplicata de incuba¢30 e duplicata de separacgao).

0 método de separacio utilizado foi o mesmo descrito no Item

3.3.1. .

3.3.3. Preparo das Solucoes utilizadas nas Curva:

Padrio:

A cada frasco de hPrl padr3o contendo 10 ug de hPrl, foiu
adicionado 41 ml de agua destilada, obtendo-se assim uma concen-
tracio final de 10000 ng/1000 ul. Esta soluc3o foi separada em
aliquotas de 100 pl e a partir delas, foram preparadas as curvas

padrio com as seguintes concentragres: 400, 200, 10@, S0 e 25 ng
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Fioura 2: Curva padrio do radioimunoensaio de hPri utilizando-se
reagentes NIADDK.
Diluig3o do anti-scra: {199,309,



de hPril/ml.

Em um frasco de padr3c de hGH adicionou-se 1 ml de agua des-
tilada, obtendo-se uma solugdo com 10000 ng hGH/100@ul. Esta so
lu¢3do foi separada em aliquotas de 5@ pl € a partir destas ali-
quotas, PpPreparou-se @ curva padrdo com as seguintes concentra-
¢coes: 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 € 3,125 ng hGH/ml.

A curva padrSio foi tracada em grifico semi-log (log das
concentracdes dos padrdes x B/Bo x 100). As amostras desconheci-

das foram lidas na curva padr3o por interpola¢lo grafica.

3.3.4. Controle de Qualidade do Radioimsunoensaio de

Prolactina:

Os pardmetros avaliados do RIE de prolactina foram a sen
sibilidade, a reprodutibilidade (interensaio € intra-ensaio) e a

exat iddo.

3.3.4.1. Sensibilidade:

A dose minima detectivel, que € definida como a menor quan-
tidade significativamente diferente do ponto de dose zero, ao ni-
vel de confiangca de P=0,05, foi calculada segundo a definigao de

Rodbard ¢61,62) para {5 ensaios.

3.3.4.2. Reprodutibilidade intra-ensaio e interen-

saio:
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A reprodutibilidade interensaio foi avaliada pela dosagem
de amostras controle de qualidade contendo valores de hPrl1 que
apresentavam aproximadamente 80, 60 € 20%Z da ligac3o mixima obti-
da nos respectivos ensaios, ja descontadas as liga¢des inespeci-
ficas. Estas determinagies foram realizadas em quadruplicata em
15 ensaios diferentes com trés diferentes tracadores.

Foram também calculados os valores de ED2@, EDS0 e ED80 de
15 ensaios distintos. 0 valor médio para cada nivel bem como seu
desvio padrdo foi calculado, permitindo a determinacSo do coefi-
ciente de variacdo.

A precisio intra-ensaio foi avaliada pela dispersio dos re-
sultados encontrados nas quadruplicatas dos pontos ut:ilizados n=z
curva padrao (perfil de precisio) através do programa RIAKALK
(62) adaptado ao microcomputador PC ITAUTEC, presente no labora-

torio do IPEN.

3.3.4.3. ExatidSo

A exatidido do RIE de hPr1 foi verificada pela andlise da
recuperacdo do método. A uma amostra de hPrl purificado no IPEN,
com teor conhecido de hPrl (22,5 ng hPrl/ml), foram adicionadas
quant idades crescentes de horm3nio padrio (12,5, 50 e 100 ng/ml).
Estas amostras tiveram seu teor de hPr] estimado em decuplicata.

A recuperacdo das diferentes amostras foi determinada pela
diferenca entre o valor médio determinado a partir da curva pa-

dr8o € o valor tedrico. Calculou-se tambem a recuperacio porcen
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tual média para cada amostra € seu desvio-padrao. Determinou-se o

coeficiente de correlacao entre os valores de hPrl adicionados e

aqueles recuperados, e€xaminando-se sua significancia.

3.3.5. Radioimunoensaio de Hormonio de Crescimento:

0 protocolo utilizado para o Radioimunoensaio do Horminio
de Crescimento foi o mesmo que para o Radioimunoensaio de Prolac-
tina, inclusive o tamp3o utilizado para o0 ensaio € o sistema de
separacao das fracdes livre € ligada.

A Figura 3 exibe uma curva padrdao de Radioimunoensaio de
Horm3nio de Crescimento e a Figura 4, o perfil de precisdo de um

radioimunoensaio de hGH.

3.4. Determina¢cl3o do conteudo de hPrl1 em hipsfises

humanas congeladas:

Para este estudo utilizamos 7 hipifises, sendo que o peso
imido total foi de 2,7 g de hipsfises. Seguimos o método descrito
no Iten 3.5., fazendo somente as extragies em pH 4,0 ¢ 10,0. O
precipitado obtido apds a extraciao foi homogenizado em Virtis e

dissolvido com 15 ml de NaOH iIN. Logo apss foram feitas incuba
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¢oes de radioimunoensaio para dosagens de hPrl e de hGH e dilui-
¢oes para a determinagio proteica pelo método de Lowry dos extra-
tos obtidos.

Consideramos como sendo o conteido de prolactina na hipifi-
se a soma das dosagens de hPrl para os cinco extratos (dois ex-
tratos em pH 4,0, dois em pH 10,0 ¢ um extraido com NaOH {N), di-

vidido pelo numero de hipifises.

3.5. Homogenizaglo e Extraclio das Hipofises:

Para a homogenizacio e extragdo das hipifises, seguimos o
método de McLean (48), gue utiliza extragies em pH 4,@ que servi-
riam para solubilizar parte do hGH, glicoproteinas e outras pro-
teinas interferentes e em pH 10,@ para a solubilizaglo da hPri.

1) As hipafises foram descongeladas, lavadas com solugSo fisio
1%gica gelada e pesadas apis secagem e€m papel de filtro. Para ca-
da grama de hipifises foram utilizados 6 ml de tamp8o fosfocitra-
to 0,1i4M pH 4,0 € a este tampdo foram adicionadas as solugoes de
bacitracina, EDTA € os inibidores enzimdaticos n~etilmaleimide e
benzoato de p-hidroximetil (iml para cada 250 ml de tampio).

2) As hipifises j& com o tampao gelado foram colocadas em fras-
co apropriado € homogenizadas no Virtis 45 a 45.000 rpm por um
minuto. No frasco de homogenizagao adicionaram-se iml da soluclo
de fluoreto de p-metilsulfonil para cada 250 ml de tampio e homo-
genizados novamente na mesma rotacio por mais 2 minutos.

3) 0 homogenato foi entio diluido para 14 ml por grama de hipo-
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fises £ colocado para extrair em agitador magnético por 30 minu-
tos a temperatura de 4%C.

4) Em seguida o homogenato foi centrifugado a 18.000g pur 30
minutos também a 42C.

5)0 processo todo foi novamente repetido com o mesmo tamp3o e
por iltimo mais duas vezes com o tamplo acetato de aminio 50 mM,
pH 10,0 com a inica diferenca que com o tampio em PH alcalino, a
agitac3o em agitador magnético foi realizada por uma hora de cada
vez.

6)0s extratos obtidos em pH dcido foram guardados para poste-
rior purificacido de hormdnios glicoprotéicos (LH € FSH) e os ex
tratos obtidos em pH alcalino foram reunidos e foram denominados
de Pi.

Os inibidores enzimdticos benzoato de p-hidroximerciurio,
N-etilmaleimida, fluoreto de p-metilsulfonil € o EDTA foram uti-
lizados para evitar ao maximo = ag3o proteolitica das enzimas
presentes nos extratos, por sabermos que a hPrl é um hormSnio re-
conhecidamente 1abil. O sulfoneto de p-metilsulfonil foi adicio-
nado ao homogenato apds prévia homogenizacldo pnis, segundo McLean
(48) ¢ logo degradado no extrato € € um inibidor enzimatico es-
sencial para a obtengdo de hPrl (22) A Bacitracina foi utilizada
para inibir o crescimento bacteriano.

Ac determinacies de hPrl foram realizadas por radioimunoen-
saio para os cidlculos de atividade especifica de hPrl1 presente
nos extratos em diferentes pH. Como o hGH é o contaminante mais
importante com relagcfio a purificac8o da hPrl, este horminio tam-

bém foi1 dosado por radioimunocensaio nas diferentes fases de ex-
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tracio.

3.5.1. Condicoes Alternativas de Extracio:

Realizou-se wum estudo sobre as condi¢oes alternativas de
extracio, desse modo tentamos obter a maior quantidade possivel
de hPrl com menor contaminagdo por hGH € outras proteinas hipofi-

sarias.

3.5.1.1.Extrac8o adicional em pH 7,0:

Utilizamos para este estudo, 30 hipifises. Ao método de
McLean (48), jd descrito no item 3.5., foi adicionada uma extra-
¢80 em tamp3o0 acetato de amdnio S@ mM, PH 7,0, apids as extragies
em pH acido, com o intuito de solubilizar maior quantidade de hGH
€ outras proteinas interferentes € assim obter um extrato mais
rico em hPrl. Aliquotas do extrato alcalino (pH 16,0) obtido nes-
ta extrac8o foram utilizadas nos itens 3.5.1.2. € 3.5.1.3. para

estiudo de outras condi¢des alternativas de extrag¢io.

3.5.1.2. Extra¢cio por liofilizacio e reextragifo:

35 ml de extrato (item 3.5.1i.1) foram liofilizados em uma
placa de petri ¢ depois recompostos com 35 ml de tampio fosfoci-
trato pH 4,0, homogenizados a 45.000 rem em Virtis 45 por um mi-

nuto e depois 39 minutos em agitador magnético, sob agitacdo mo-



derada. 0 extrato foi ent3o centrifugado a 18.000 9 por 30 minu-
tos. Com o precipitado obtido foi repetido o procedimento de €x:-
tracdo, agora em pH alcalino (10,0). De cada fase da extracio fo-
ram guardadas aliquotas para posterior determinac&o de proteinas

pelo método de Lowry € de hGH e de hPrl1 por radiocimunoensaio.

3.5.1.3. Extrac3o por precipitagio com solventes

orginicos:

Foram realizadas precipitacoes do extrato alcalino com 25%
€ 707 de solvente orgdnico. A hPrl deveria ser precipitada com
70X de solvente organico, enquanto que a precipitacdo a 25% ser-
viria para precipitar outras proteinas interferentes, insoluveis
nesta condig8o.

Aos 35 ml de extrato (ftem 3.5.1.1.), adicionaram-se 2,5 mi
de Tris 1 M e o pH foi ajustado para 8,5, Foram entfo adicionados
13,5 ml de etanol gelado snb agitacaoc € centrifugado a 17.300 g
por 45 minutos a 4%C. Aos 49 ml de sobrenadante foram adicionados
77 ml de etanol gelado, sob agitagio € novamente centrifugado a
17.30¢ o por 45 minutos a 4%C. Os dois precipitados foram agita-
dos pPor 45 minutos com tampio acetato de amfénio S0 mM, pH 10,0 €
centrifugados. A0 precipitado adicionaram—se 8 ml de NaOH &,4 M,
agitados por 3@ minutos em agitador magnético e novamente centri-
fugados. N8o houve a formacdo de precipitado. De cada fase de ex-
tracdo foram guardadas aliquotas para posterior determinacdo de

hGH, hPrl e de proteinas.
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3.6. Purificaclo:

3.6.1. Cromatografia de Interacio Hidrofdbica em

Phenyl-Sepharose CL-68:

A maioria dos residuos de aminoacidos nd3o polares se situam
no interior da molécula das proteinas € ajudam a manter a estru-
tura tridimensional. Existem, entretanto, alguns residuos n3ao po-
lares que se situam na superficie das moléculas. Interagdes in-
termoleculares entre estes grupos n3o-polares contribuem para as
ligagdes proteina—-proteina.

Na cromatografia de interac3o hidrofibica, interacdes seme-
lhantes ocorrem entre as proteinas a serem separadas € um 9rupo
hidrofobico ligado a matriz. A eluicl3o poderd ser realizada por
uma substincia que diminua este tipo de interagio (96, 71),

A hPrl por apresentar um carater hidrofibico, se liga n3o
covalentemente a matriz da resina Phenyl-Sepharose CL-4B e é par-
cialmente purificada apds eluicdo com gradiente crescente de ace-
tonitrila (agente que reduz a polaridade) € decrescente de aceta-
to de amPnio (age diminuindo a forg¢a idnica dificultando as liga-
¢bes hidrofibicas entre as proteinas e a resina). Escolhemos o
método de McLean e col ¢98) por ser o mais simples, nio necessi-
tando de prévia concentracio da amostra antes de aplicagSo0 3 co-
luna,

Hodgk inson e col (22) fizeram um estudo com a finalidade de
otimizar as condi¢ctes de aplicagcdo e eluigcdo da hPrl em coluna de

Phenyl-Sepharose CL-4B. Segundo os autores, a for¢ga idnica do
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tampio para aplicacdo nao deve ser alta (0,01-0,1), de modo que a
hPrl, que tem alta hidrofobicidade, seja adsorvida € grande quan-
tidade de proteinas interferentes seja eluida da coluna. Segundo
Hodgk inson e col, é importante também a relag3o proteinas to-
tais/adsorvente € a melhor relagio encontrada por eles foi entre
10-100 mg de proteinas/g de Phenyl-Sepharose CL-4B. Desse modo,
seria possivel saturar os sitios disponiveis do adsorvente € na
presenga de excesso de proteinas, somente as moléculas mais hi-
drofibicas, entre elas a hPrl, seriam adsorvidas,

Foram realizadas trés purificagies em Phenyl-Sepharose
CL-6B. A solugdo Pi obtida no item 3.5. foi levada a pH 8,5 com
dcido cloridrico concentrado. Desta solugdo foi medida a conduti-
vidade € diluida com agua destilada e desionizada gelada atée se
igualar a condutividade do tamp3o acetato de aminio 5@ mM

A coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B foi previamente montada
€ o seu volume dependen do numero de hipdfises utilizado na ex-
tragio. A coluna foi preequilibrada com tampioc acetato de aminic
S mM, pH B8,5. Foi aplicada a solugdo Pi (aproximadamente 37 mg
de proteina extraida para cada ml de resina) logo ap#s a sua ob-
tengSo por extragiaoc. Apds aplicaclo da amostra, a coluna foi la-
vada com o tamp3o acetato de am3nio 50 mM, ph 8,5 até que a ab-
sorbancia das fragies coletadas, medida em espectrofotimetro a
280 nm nao ultrapassasse 0,050. 0 seguinte gradiente linear foi
ent3o0 aplicado. acetonitrila de @ a 35% € acetato de aminio de S0
a 10 mM,

Tamp30 inicial: acetato de amfneo 50 mM, pH 8,5
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TampSo final: acetato de amSnio 10 mM contendo 35% de acetonitr.i-
la, pH 8,5.

0 volume total do gradiente variou de 30 a 40 vezes o volu-
me da coluna. Todo o processo foi realizado a 42C. Foram colhidas
fragcoes de 0,5 a iX do volume do gradiente € de cada fragdo foi
lida a absorbancia a 280 nm com relagdo ao controle de tampio
acetato de amdnio 5@ mM. De cada fragcido foi retirada uma aliquota
€ diluida a 1:40 em tamp30 de ensaio para posterior dosagem por
radioimunoensaio de hPrl e de hGH As fracies foram congeladas e
as dosagens foram realizadas de quatro em quatro, de trés em tréc
ou de duas em duas fracdes, dependendo da posi¢i0 do gradiente.
Pelos resultados obtidos no ensaio, escolhemos as fragies que
possuiam maior atividade imunoldgica de hPrl e que ndo apresenta-
vam grande contaminac®o por hGH. As frac¢des correspondentes foram
descongeladas e com elas feito um "pool”. Estes “pools” foram
denominados de P2-1, P2-2 € P2-3, respectivamente da 1%, 2% e 3%

purificagies realizadas em Phenyl-Sepharose CL-4B.

3.6.2. Cromatografia de Troca Idnica em DEAE-Sepha

rose CL-6B:

Seguimos o0 método de McLean (48) para alcancar o iltimo
passo na purificacdo da hPrl.

A separacido por cromatografia de troca idnica € obtida pela
adsor¢do reversivel de substancias & matriz insolivel carregada.

As substdncias com diferentes cargas devem ser separadas pPois sao



eluidas em diferentes fases quando € aplicado um gradiente cos
elevacdo de for¢a idnica que diminui a adsofcio das proteinas &
matriz.

Segundo Hodgkinson e col (22) | 3 acetonitrila adicionada ao
tampio aquoso serviria para minimizar as interacdes ndo idnicas
entre a hPrl € a matriz, o que melhora o rendimento da hPr1 na
purificacio.

Foram realizadas duas purificacdes por cromatografia de
troca idnica utilizando os ‘pools” P2-1i, P2-2 e P2-3 (Item
3.6.1). A resina DEAE-Sepharose CL-4B foi lavada com tamp3o con
tendo excesso de acetato de amonio (iM) , que foi utilizado para
trocar o ion da resina de cloreto para acetato. A resina foi la-
vada varias vezes com tamp3o acetato de ami3nio 20 mM, pH 8,5 e
montada na coluna adequada. 0 volume da coluna dependen do numero
de hipifises utilizado. Apds a montagem da coluna, a mesma foi
lavada duas a trés vezes o seu volume com tampSo acetato de am?
nio 20 mM contendo 2@X%X de acetonitrila, pH 8,5. Utilizou-se uma
relacio de aproximadamente 1,2 mg de proteina aplicada para cada
ml de resina.

APds a aplicaglo do "pool” P2, a coluna foi lavada com o©
tampio acetato de amfnio 2@ mM contendo 20X de acetonitrila, em
pH 8,5 até que a absorbidncia medida em espectrofotimetro a 280 nm
ndo excedesse ©,050. Aplicou-se o seguinte gradiente linear:
acetato de amdnio de 20 a 250 mM sempre contendo 20% de acetoni~
trila e em pH 8,5. 0 fluxo aplicado foi de 43 mi/hora nas duas
purifica¢dies nesta resina e o volume de gradiente foi de 13 vezes

o volume da coluna na 1% purificag3o € de 20 vezes o volume da



o1

coluna na 22 purificacio nesta resina. Todo o processo foi reali-
zado a 4%C.
Foram colhidas fragdes de 0.5 a 1,0X do volume do gradiente

€ de cada frac8o retirou-se uma aliquota de 5@ ul e diluiu-se a
1:20 em tampio de radioimunoensaio, para dosagem posterior. Rea-
lizamos o radioimunoensaio para prolactina € para hormdnio de
crescimento de uma cada duas ou tres fragses, dependendo da posi-
¢30 da fracHo no gradiente,as fracies foram congeladas. A partir
dos resultados, escolhemos as fragdes adequadas com maior teor em
hPr1 e menor quantidade relativa de hGH. Chamaram-se de P3-A1 ¢
P3-B1 os “pools” obtidos na {% purificag8o e de P3-A3, P3-B3 ¢
P3-C3 os °“pools” obtidos na 22 purificacio feita em resina de
DEAE~-Sepharose CL-6B.

A Figura 5 mostra o esquema de extrag®o e purificaclo da

hPrl1 a partir de hipifises.

3.7. Eletroforese:

3.7.1. Eletroforese da hPrl ‘Fria‘:

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizada para
caracterizacio da hPrl produzida no IPEN e comparag3o com a hPrl
do NIADDK.

A hPr1-IPEN utilizada para eletroforese foi a P3-A3 (25 ml)

liofilizada.



EXTRACR0 E PURIFICACAO DA HPRL
HIPOFISES

Homogenizadas em tamplo fosfocitrato 0,14 M, pH 4,0
com inibidores enzimdticos € bacitracina

v
Sobrenadante 1(S%i) Residuo
Reextraido em pH 4
|
v
Horménios glicoproteiceos Residuo extraido em tamp3ac

acetato de amonio @,05 M,
PH 490 + inibidores enzim.

!

‘r——Prolactina solubilizada Residuo re-extra’‘do em pHi®
be——Prolactina solubilizada Residuo descartadno

Pool dos sobrenadantes de pH 19 aplicados & colunz de
' ® Phenyl-Sepharose CL-4B (P1)

Prolactina eluida com gradiente linear crescente de aceio
nitrila (0-35%) e decrescente de acetato de ambnio (50~
10 mM). Pico de hPrl selecionado por RIE e aplicado X
coluna de DEAE-Sepharose CL-4B (P2).

Prolactina humana pura eluida com gradiente crescente de
acetato de aménio (P3).

Figura 5. Esouema de extragdo e ourificacio de hPrl a partir de

hiojé:ses husanas congeladas



A EGPA foi desenvolvida de acordo com o método de Da-
vis (14) o técnica densitométrica foi realizada de acordo com ©

meétodo previamente padronizado para outras proteinas 5y,

Pol imeriza¢c3o do Gel:

Utilizaram-se tubos de 4 x 110 mm, vedando-se as extremida-
des inferiores com uma membrana adesiva tipo "Parafilm’.

A soluclo de polimerizac3o (gel a 7%) previamente preparada
foi transferida cuidadosamente com pipeta pasteur para os cilin-
dros até uma altura uniforme de 10 cm. Para assegurar uma super-
ficie perfeitamente horizontal no gel e permitir bandas regulares
de separagio, foram cuidadosamente colocados sobre a superficie
da solugio 100 ul de dgua destilada a fim de evitar formaclo de
menisco na extremidade superior.

Obteve-se a polimeriza¢lo do gel deixando-se os cilindros
em um suporte que 0s mantinha em posigdo vertical, a cerca de 7
cm de uma lampada fluorescente durante 45 minutos a temperatura

de A2C. Retirou-se a zgua com ajuda de um papel absorvente.

Aplicac3o da Amostra e Eletroforese:

A corrida eletroforética do hormdnio frio foi acompanhada

por 3 controles:

A. Um ‘controle”,sendo aplicados 250 pl de dgua destilada.



B. Um gel de referéncia onde corremos 100 p9 de SAB em 250 p1 de
agua destilads. A SAB quando analisada em EGPA apresenta trés
bandas distintas, correspondentes as formas wmonomérica (banda
maior), dimérica € trimérica. Como referéncia qualitativa para
bom desempenho da corrida eletroforética, adotou-se a banda mono-
mérica, indicadora das condi¢des eletroforéticas

C. Um padrdo de hPrl1 (NIADDK) com 25 pg de hPr1/250 pl de dgua
destilada.

A amostra de hPrl P3-A3 (item 3.6.2.) foi ressuspensa em
25@ ul de agua destilada.

A cada gel foram adicionados 5@ ul da solug3o F (sacarose a
40%) € 10 ul do corante tragador ABF. Foram retirados os “Para-
film® dos tubos os mesmos foram colocados em cuba eletroforética
onde fo! adicionado tamp3o de corrida.

A corrida eletroforética efetuou-se em corrente andsdica de
2 mA/gel e 200V a 42C, interrompida quando o corante tracador se
encontrava a cerca de 1 cm da extremidade inferior do tubo.

Os g€is foram removidos com injecdo continua de agua con
ajuda de uma seringa plastica com agulha de ago inoxidavel, de
wmodo a desprender toda a superficie do gel do tubo de vidro. Sub-
sequentemente os geis foram lidos diretamente no densitdmetro em
regido de luz ultravioleta (feixe de 1uz no intervalo 220-310 nm)
com a velocidade do registrador estabelecida em ¢,5 mm/s e 2,5 mV
de amplificacdo, sendo a velocidade do gel frente ao feixe de lu:z
de 25 mm/minuto.

Obt ivemos assim o perfil de absorvancia em relagc3o ao com-

primento do gel a partir do qual calculamos 05 valores de migra-
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€T~ relativa (Rm). O "controle’ por sua vez definiu a linha base
do perfil de absorvancia obtido, constituindo-se o controle da
qual idade de polimerizagio € da presenca de reagentes e artefatos

indesejaveis.

3.7.2. Eletroforese da 1251 -hPr1:

0 hormdnio doado pelo NIADDK, marcado pelo método da clora-
mina T e purificado em Sephadex G-100 também foi submetido a
EGPA, para sua caracterizacio.

0 procedimento para polimerizacio do gel e eletroforese foi
0 mesmo que o utilizado para as amostras nRo radioativas. Apds a
corrida, 0s geis foram retirados € cortados em fragmentos de 3 mm
com ajuda de um “gel-slicer”. Cada segmento foi envolto em parel
aluminio e contado em contador gama para a determinagio da ra
dioatividade. O0s perfis eletroforéticos foram tracados em cpm

N2 do fragmento. A taxa de migragao (Rm) foi calculada em relacic

a migragao do corante tragador ABF de acordo com a relag¢lo:

migrac3o banda em exame

Rm = -
migragao ABF

3.8. Preparacio de Padroes de hPrl1-IPEN:

Os padries de hPri por nés purificada, foram preparados com
0 intuito de serem comnparados a um padrio controle € analisados

[y

quanto a estabilidade, reprodutibilidade € paralelismo ao padrio
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de referéncia (NIADDK).

Foram preparados 2 padrdes:

1. A partir do “pool” P3-A3 (item 3.6.2.): PadrZo PP3-A3:

18 m1 do ‘pool” + 414 mg SAB RIA grade + 69 mg lactose.

2. A partir do "pool” P3-B3: PadrSo PP3-B3:

é ml do "pool’ + 7,2 mg SAB RIA grade + 36 mg lactose.

Foram colocados em cada ampola 500@ e 300 pl respectivamente
das solu¢ies P3-A3 e P3-B3, congeladas e liofilizadas durante 48
horas. Ag¢ ampolas foram deixadas por 24 horas em dessecador con-
tendo placas de petri com pentdxido de difdisforo e fechadas em

seguida.

3.9. Teste de paralelismo entre os Padroes de hPri1

IPEN e NIADDK

O teste de parlalelismo utilizado para a comparagdo entre as
preparagies de hPr1 IPEN € o NIADDK RP-i foi o de Rodbard (62),
que aplica um teste t de Student em uma regressio linear entre o
logaritmo do volume de amostra desconhecida colocada nos tubos u
logaritmo da concentra¢cio determinada, lida na reta padrio de re-
feréncia. Se a pendéncia da reta for estatisticamente igual a um,

o paralelismo entre as curvas sera confirmado.



Para realizarmos o teste de paralelismo entre os padroes,
foram comparados no intra-ensaio 9 ampolas de padrao PP3-A3 en
quatro a cinco diluigcies diferentes € uma curva do padrao NIADDK
hPr1 RP-1. No mesmo teste foi também calculada a poténcia relati-
va do padrdao PP3-A3. Um teste andlogo foi realizado com S5 ampolas

de P3-B3.
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IV. RESULTADOS:

4.1. Marcac3o e Purificagio da 1251-hpPr1:

Os valores de atividade especifica, recuperacio, rendimento
€ coeficiente de distribui¢cio obtidos nas 14 marca¢cites, assim co-
mo as respectivas média, desvio-padrdao e coeficiente de variacio
para cada método de marcaciao acham-se representados na Tabela 4.
Podemos verificar que as marcacaes real izadas pelo método classi-
co da cloramina T apresentam, de modn geral, atividades especifi-
cas € rendimentos maiores que nos outros dois métodos de marca-
¢30. Por isto, este foi o método escolhido para as marca¢oes pos-—
teriores.

A recupera¢cio foi geralmente total em todas as purifica
¢coes. A idnica marcacio que foi feita utilizando-se a lactoperoxi-
dase € aque teve ligag3o ao anticorpo apresentou o titulo maior,
fato que mereceria maiores estudos,

Ds coeficientes de distribuigdo da 1251-hPr1 foram calcula-
dos em todas as marcacses em que houve radioiodagdo significativa
da hPri.

A Figura é apresenta um cromatograma tipico de purificacdo

da 1251-hPr1 em coluna de Sephadex G-100.

4,2. Escolha das melhores condicdes para o Radioimu~

noensaio de hPrl:

Na Tabela 2 encontram-se os valores de ligaclo especi
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Tabela § - Marcagres realizadas pelo método estequiométr ico de
Roth, método da lactoperoxidase (LP) € método classico
da cloramina T. (CT) € purificadas em Sephadex 6-100.

A —— . > S S = Yt o e A e M M e e S A M e e e e e L e S S S S e e S s EE SEe A S S S e G L S S S - —— S -

Marcagao Meétodo Atividade Rendimento Recuperag3o Kd Titulo

{(NS) especifica (X) (¢ 9] do AS
(uCis/nug)

i. Roth 10,9 2.2 - 9,510 -
g. Roth - - 116,3 - -
3, Roth 31,8 23,0 99,5 0,490 1:300000¢
X10P 21,3+14,8 16,11+9,8 107,9:+11,9 0,500+0.014
C.V 34,9% 60, 6% i1,0% 2,8%
4- LP 9;8 11'8 122)3 05377 -
Se LP 11,6 7,1 95,8 0,491 1:950000
6- LP 5'5 2,6 93;9 01400 -
X+DP 9,0+3,1 7,1%4,6 104,0+15,9 0,423+0,060
c.v. 34,9% 64,2% 15,3% 14,3%
7. cC.7T. 29,2 22,9 Q7,0 9,382 1:350000
8. c.T. 47 ,0 37,9 Q7.6 0,398 1:550000
?. c.T. 44,6 33,0 96,1 9,403 1:375000
1i9. cC.T. 26,6 16,3 88,8 9,508 1:42500¢
1%. C.T. es,7 27,1 94,3 2,474 1:37500¢
i2. C.7. 44,5 33,6 98, ¢ 9,403 1:22500¢
i3. cC.T. 30,8 4,9 Q7.0 9,473 -
i4. cC.T. 49,8 29,4 99,1 0,529 1:300000
X+DP 35,7+9,5% 30,3+8,2 96,0+3,2 0,456+0,055 »
cC.V. 26,59% 27,17% 3,3% 12,0%

%:X=1:371000+1:101000
€.vV.=27,3%



fica € de ligac3o inespecifica de cada condi¢c3o de ensaio reali-
=ado.

Escolhemos para os NOSS0Ss Proximos €nsaios, a condic@o que
apresentou menor valor de ligagdo inespecifica, ainda wmantendo
uma liga¢do especifica aceitavel:

Tamp@0 de ensaio: Tamp3o fosfato de si3dio 0.05 M + @,25% de SAB,
em PH 8,6.

Soluc3o de PEG: PEG a 17X em tamp3o fosfato de siodio ©,04 M, em
pH 8,6.

Separacdo B/F: 200 pl da solucdo de incubagdo, 30 ul de so-
ro humano normal € 5@0@ pl de PEG a 17%. CentrifugacSo a 4000 por

20 minutos.

4.3. Determinacio da 6tima diluicio do anti-soro:

Na Figura 7, pode~-se observar a curva de porcentagem de 1i-
gacsio x log da dilui¢lde do anti-soro determinada para um tragador
radioiodado no IPEN. A dilui¢do do anti-soro escolhida foi de
1:80.000, que nos fornece uma diluigdo final no ensaio de
1:100.000, Esta diluigdoc foi escolhida de modo a termos um ra-
dioimunoensaio com baixa sensibilidade € maior precisio em nosso
intervalo de determinacues, util para as dosagens de hPrl1 em ex-
tratos hipofisdrios, onde as quantidades do horminio s3o, de modo
geral altas, se comparadas com as quantidades presentes em soro.

Denominou~se de titulo do anti-soro, a diluigcio do mesmo
que nos fornece metade do valor de ligacio maxima obtida na curva

% de ligac80 % log da diluicio do anti-soro. No caso da curva



Tabela 2: Selecio das melhores condighes para o RIE de hPrl

(%)

S e e e e i S — - S " —— = - T — W — gy o dis s En M M G A e - S G M (s e s G S e e > —— M S e e . o ——

Fosfato de sddio
0,01M4+0,25X SAB
pH 7.4

- ————— e e S e G G e T S S Y S — . T GRS e G S G S S S T S S e e e M S S — . - " -

Fosfato de sddio
9,05M+0,252 SAB
PH 7,4

—— . — . o — . —————— - " T —— i T T " T 454" . o T ————— {o o f— —— T ——— A . S T —— T~ 2 2

Fosfateo de sadio
Q,0iM+2,25% SAB
pH 8,6

. T T Y ————— ——— — T — - ——— — " - foan " R - P - - W T —— — - T —— ————

Fosfato de scodio
Q,05M+0,25% SAB
pH 8,6
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apresentada na Figura 7, o titulo do anti-soro seria de
1:425.00@. Podemos tamhém observar que para uma diluicao final do
anti-soro de 1:200.000 ainda temos um valor iutil de ligacdo espe
cifica (36X), compardavel aquela declarada pelo NIADDK, o que con-
firma a qualidade dos nossos tragcadores. Lembramos que este tipo
de teste n3o é feito somente para a escolha da diluicdo ritil do
anti-soro, mas também para controlar a qualidade dos nossos hor-
m3nios marcados. Os valores dos titulos de anti-soro obtidos para
os varios tragadores estio representados na Tabela 1, assim como
a média, desvio-padrio e coeficiente de variac8o obtidos para o

método classico de marca¢io com cloramina T.

4.4. Controle de Qualidade do Radioimunoensaio de

hPrl:

4.4.1. Sensibilidade: .

As sensibilidades calculadas para 15 ensaios de hPrl estio
apresentadas na Tabela 3, assim como as respectivas médias € des-
vios-padr3o. Lembramos que 0s nossos ensaios ndo foram padroniza
dos com o objetivo de obter altas sensibilidades, sendo todo o

nosso trabalho dirigido & determinagio de hPrl em extratos.



Tabela 3: Andlise da sensibilidade, Bao, NSB, EDpg, EDsge, EDge €

controles intra-ensaios de hPril.

————- e —— - — . - e M e S " — . S Mot M - e . e A T —— ——————— — — — e T W s T G e e S S S T

N&ensaio Sensib. NSB Beo EDog EDsg EDge CA CM cs

(ng/ml) () () ———mmmmmmmeee—— (ng/ml)~————=—=oueeo
i. 6,37 7,6 22,2 275,06 72,0 18,0 2i5,0 44,0 1i8.¢
2. 3,63 10,0 16,2 213,060 67,4 21,3 205,06 37,0 16,0
3. 3,43 7,9 46,2 310,06 85.¢ 23,0 275,0 41,0 16,3
4. 6,85 2.1 13,5 261.0 77,4 22,9 261,060 41,8 16,2
S 4,53 8.8 47,5 314,06 73,3 17,1 314,06 35,3 11,4
6. 4,54 8,3 47,0 30B,0 85,6 23,8 30B,0 44,9 16,6
7. 2,63 6,0 55,3 243,0 62,6 16,1 245,0 32,9 13,7
8. 5,02 9.3 51,3 241,06 74,6 21,2 28,0 30,1 13,2
?. 3,34 9,3 52,4 252.,0 69,1 18,9 334,0 49,7 20,2
ie. 4,35 8,6 50,2 336,00 78,3 18,3 472,@0 40.9 12,9
i1. 5,97 7,6 49,5 261,06 76,5 22,3 397,06 48,0 19,2
i2. 6,14 8,5 49,5 236,06 71,1 21,5 2%5,0 42,9 15,0
13. 4,91 9,1 56,3 284,06 78,3 21,4 265,060 43,9 11,0
14, 4,80 11,0 56,9 312,06 89,7 25,8 375,0 56,9 12,4
i5. 3,96 11,4 58,9 239,86 66,8 18,6 300,0 41,0 18,7
X+ 4,69 8.8 44,9 272,0 74,9 20,7 298,0 42,0 15,4
DP 1,22 1,3 14,8 36,0 7,6 2,7 74,2 8,7 2,9

CV(x) 15,3 33,1 13,4 10,1 13,2 24,9 15,9 18,8
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4.4.2. Reprodutibilidade intra—-ensaio e inter-

ensaio:

Na Figura B8, apresentamos o perfil de precisio calculado
pelo programa RIAKALK para a curva padrdo de um tipico radioimu-
noensaio de hPrl. Podemos observar um coeficiente de variacdo me-
nor do que 15X no intervalo de 12,5 a 900 ng/ml € um CV menor do
que 1€X no intervalo de 20 a 700 ng/ml.

O0s valores dos controles interensaic com teores de hPr1 al-
to, médio € baixo, dosados em quadruplicata est3o apresentados ns
Tabela 3. Na Tabela 3 sio também mostrados os valores de EDpg.
EDs5g € EDge em 15 ensaios diferentes, assim como os NSB e B para
cada ensaio. Foram calculadas também as respectivas médias,des-
vios-padrio € coeficientes de variacdo. Observamos que com uma
média de ligac%o (Bo) bastante elevada (X=44,9), obtivemos 1iga-
¢ches inespecifica suficientemente baixas (X= 8,8), especialmente

considerando a técnica de separagio utilizada (PEG-600¢).

4.4.3. Exatidﬁo

Ae recuperacies obtidas quando da adi¢io de quantidades
crescentes de hPrl padr8o a uma solu¢So com teor conhecido de

hPrl1 estao representados na Tabela 4.
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O coeficiente de correlagcio determinado entre as concentra-
¢0es de hPrl padrao adicionadas € agquelas de hormdnio recuperads
foi de 0.9989, sendo significativo para 0,01)P)0,001. A reta que

melhor se ajusta € definida pela equacio Y=0,9303X+1,913

Tabela 4: Concentragdes obtidas na prova de recuperagcio da pro

lactina.
Prolactina adicionada Prl determinada  Prl recuperada
(ng/ml) (ng/ml) (ng/nll (porcentual)
X+DP X+DP
""""" e 21,1s2,7 oo
12,95 39.,713,2 18,7+43.,2 149,5+25,8
se 75,6%5,5 S54,64+5,5 109,2+11,1%
100 130,618,7 109,618,7 109,618,7

—— — —— - — o —————_— T — _—— = e o T ——— —— - T = ——— . — — — —— — —————— — " " ——— — T v—— T —————

4,5. Estudo da Rea¢3o Cruzada entre os RIE de hPril e

de hGH:

Fizemos, Jjuntamente com uma curva padr3o de hPr1 NIADDK, es
um radioimunoensaio para a determinac3o de hPrl, a dosagem de
amostras de hGH NIADDK para marcac3o nas seguintes concentracsdes:
6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg hGH/ml. Desse modo, pudemos de
terminar a porcentagem de reaci3o cruzada que o hGH apresenta so-
bre o RIE de prolactina.

Do mesmo modo, fizemos determinagdes de hPr1l NIADDK para

marcacio em um sistema de RIE para dosagem de hGH. As concentra-
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¢ies de hPrl determinadas foram: 2,5 ,5, 10 € 20 pg hPri1/ml. Pu-
demo-. assim determinar, experimentalmen‘e, a influéncia da pre-
senca de hPrl no RIE de hGH.

Este estudo foi realizado com a finalidade de determinar o
quanto as dosagens de hPrl1 e de hSH que fizemos eram confiaveis,
visto que nos nossos extratos € mesmo durante as purificacries, os
dois hormdnios se encontravam juntos, sendo o hGH em grandes
quant idades.

A determinacdo da poténcia relativa do hGH quando determi-
nado no RIE da prolactina esta indicada na Tabela 5. Na Tabela ¢
podem ser vistos os valores de poténcia relativa que a hPrl apre-
sentou no RIE de hGH.

As porcentagens de reacao cruzada s3ao pequenas (da ordem de
0,1-0,5%Z) € n3o devem afetar as determinagoes dos dois horminios
nos extratos de modo significativo, especialmente nas fases de

purificagido cromatografica.

4.6. Determinagio do conteido de hPrl1 em hipdfises

humanas congrladas:

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinarmos a
média de hPrl presente em uma hipifise humana normal mantida nas
nossas condi¢des € dosada com O sistema de ensaio poar nds adota
do. Foram feitas as extracdes em pH acido € alcalino. Como pode-

nos observar na Tabela 7, o conteiido total de hPrl foi de 59,1



7¢

Tabela 5. Determinactes de hGH em um radioimunoensaio de hPril e

determinagio da sua poténcia relativa.

M o —————— (o o - T el TS S S M ED Mk G S e S U BN M MM M s Men s s M ke e e S e e

hGH Resposta Poténcia relativa
(ng/ml) (ng hPril/ml)»

6.250 12,4 0,00198
12.500 16,9 0,00135
25.000 24,2 0,00097
$50.000 446,46 Q,00093

100.000 90,0 0,00090

200.000 160,8 ©,00080
X=0,00116+0, 00044
Cv=38, 6%

Tabela é: Determinagies de hPrl em um radioiminoensaio de hGH e

determinagio da sua poténcia relativa.

——— W T o ——— T o o T - T S S W WS S N Lete i eae S S S M bt Fare e i A A e et o e ——

hPr1 Resposta Poténcia Relativa
(ng/ml) (ng hGH/m1)

2.500 9,0 09,0034

5.009 24,7 0,0049
10.000 55,2 @,0055
20.000 126,5 Q,0063

= o e P = e ST e e G o A S S e e A e M et e S . e W e T Hov S S T PP M . Sin S~ .

X=0,0051+0,0011
CV=22,4%
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Tabela 7: Média dos conteidos de hPrl, hGH e proteinas presentes

em 7 hipifises humanas normais, mant idas congeladas.

- . S S 100 T G 0 T LS ST T St S D B SR U G G M i e U S (S VP G P e e S AL S T A Mt e D . S - S = et - v ——

Extracdo hPri1 hGH Proteinas
(ug/hir.) (pug/hip.) (mg/hip.)

12 Extracdo pH 4,0 0,30 717,71 ?.9

22 Extracdo pH 4,0 0,07 291,43 1,7

1¢ Extragdo pH 10,0 29,04 2255, 28 11,2

2% Extracio pH 10,90 23,80 5184, 00 6,0

Extrac3o NaOH 0,1N 5,90 754,29 20,8

Total 99,11 9202,71 49,6

———— - - > P O e - G T — ot 400 - O S Y i o (s  Bpgt o O i S s M Sy e Y Sy P S s M o o S - -



ug/hip>fise. Podemos tambem verificar que o conteido de hGH (9,2
mg/hipcofise) ésté de acordo com 0S5 niveis mais elevados encontra-

dos na literatura (13)

4.7. Estudo de condicOoes alternativas de extracfo:

4.7.14. Extracio adicional em pH 7,0:

Podemos observar na Tabela 8 que adicionando uma extragdo
neste pH houve uma maior purificacl3o da hPrl, principalmente com
relag3o ao conteido de hGH, que foi parcialmente solubilizado,

sem solubilizaglo importante da hPrl.

4.7.2. Extragcio por liotilizagRo e reextrac3o:

Podemos observar na Tabela 8, que a purificaglo de hPrl1 com
relagio ao hGH e as proteinas interferentes piorou, se comparar-

mos com o extrato original.

4.7.3. Extracﬁo'con solventes organicos:

Na mesma Tabela 8, podemos verificar que, apesar de obter-
mos uma maior pureza de hPrl com relagio ao hGH, a recuperagio de
hPrl foi muito menor neste método com relagio ao conteiido de hPril

presente no extrato inicial.



Tabela 8: Determinacies de hPrl, hGH, proteinas totais € hGH/hPril
obt idas por extragiao com técnicas alternativas.

2 b A S i - ———— S TS S M e M o Mt b e S S T A S S e shan i S e - W — T WP WS S M S e S - e M S S e R - —— -

hPri hGH Proteinas hGH/hPrl1 Ativ.

. -(ug/hip.)- (mg/hip.) esp.
(noPri/
mg prot)

- - - - S e > A = S SR S G S G S S S S ke G e G W S S A M e e P G S . GED . S A T M D S G e > S . P S e SO S A G- —

- e e s = oo T ——— . S A1 o it W W T $50 O B (4 . AgS . . i e v AR S M A et . e = e . (e S s e s i = T P —— S T -

12 Extrac3o em pH 4,0 0,9 3
2% Extracio em pH 4,0 0,6 1
Extrac3o em pH 7,0 0,9 328,2 o,
12 Extracdo em pH 10,0 86,7 4
2¢ Extracio em pH 10,0 15,4 2

—— —— T T o — S S S — — —— T S G Gt e S P e . P W - S . T S o - S T e S - — - o — o T ——

Sobrenadante em pH 4,0 3,5 ?00,9 1,3 257.4 2,69
Sobrenadante em pH 10,0 27,8 3200,0 9,5 115,14 2,92
Precipitacio com etanol

Precipitado etanol 25% 4,9 49,7 35,4 10,1 0,91
Sobrenadante etanol 70%Z 15,4 5¢7.,3 6,7 38,8 2,29
Precipitado etanol 70% 10,0 126,7 2,0 12,7 5,00
Precipitado etanol 2%% 2,9 2,9 10,6 1,2 @,23
+ 0,1N NaOH

Precipitado etanol 70X 1,4 2,4 2,0 1,7 e,70

+ 0,1N NaOH

vt - o —— T — ——— s — —— . " Y oo’ e = W T T T YR T En W M . S A WP e e P PR T G e et e o e Sves PP R S s PR S sam e e v v —



4.8. Howogenizagdo e extracio das hipdfises:

Na média das trés extragoes realizadas em pH 4,0, 19,6% de
hGH, @,8% de hPrl € 44,47 de proteinas totais foram solubiliza-
das. Estas porcentagens foram calculadas em relacio aos tota:s
solubilizados com os varios tampdes. Podemos observar na Tabels 9
os resultados das determinagies de hGH, hPrl , proteinas totais,
hGH/hPr1 2 atividade especifica da hPr1 nas extrac¢cdes em pH 4,0.

@,7%Z de hPrl, 7,8% de hGH e 3,3% de proteinas foram solubi-
lizadas na média das duas extracoes em pli 7,0. Observar, na Tabe-
la 10, o0s resultados das determinacdes de hGH, hPrl1, proteinas
totais, hGH/KhPrl e atividades especificas da hPrl nas extra¢des
em pH 7,@.

Em pPH 10,0, na média das 3 extracdes, foram solubilizados
98,5% de hPrl1, 73,0%Z de hGH e 952,2% de proteinas. Observar na Ta-
bela 11 os resultados das determinacies.

0 conteudo total de hPrl foi, na média das trés extragies,
de 89,3 t 31,4 pg/hipifise o de hGH, foi de 8450,4 1 2352 ug/hi-
pifise.

A Tabela 12 apresenta as atividades especificas (hPrl/pro-
teinas) nos trés extratos hipofisarios obtidos nas duas extragdes

em pH alcalino.



Tabelas 9,12 € 11: A: hPrl (png/hipdfise)

B: hGH (ug/hipifise)

C: Proteinas (mg/hipSfise)
D-:

hGH/hPr1

Tabela 9: Determinacoes de hPrl, hGH, proteinas e hGH/hPrl obti
das nas 3 extra¢coes de hipofises humanas realizadas em
pH 4,0.

" - T e G S e G S T S S G (e T e A G i S S S TR A S N e - e Y D - A e S G

- . - - - S A W . . S ——— S T W G W — W S S S SR G A S Y P ———— — - A A — ——— o ——— —— —

N2extracio
N2hipifises A B C D A B C D
utilizadas

——— - —— - ——— - T e . i —— T T . —— ———— T S WD s . — T w— —— —— T ——— T — — D S W — ——— ——— . —— -

1© 0,03 763,99 16,7 25463,0 0,15 S441,7 3,4 3611.1
7@ hip.
Pl 9,95 S547,7 13,1 S76,5 0,67 140,1 1.5 209,90
30 hip.
3¢ 0,29 2370,% 15,2 8172,4 0,16 213,55 2,5 1334,3
45 hip.

———— o —— ———————— o T - —— v — - ——— . ——— - — T B> S — Y —— o ——— Y —— — T —————

Tabela 10: Determinagies de hPrl, hGH, proteinas e hGH/hPrl obti
das nas duas extrac¢oes de hipofises humanas realizadas
em pH 7,0.

NZextragao .
N%hipoifises A B [ D
utilizadas

2% 0,95 328,2 0,6 3455,9
39 hip.
3z 0,30 765,6 1,8 2552,0

T ———— o~ T~ ——— - — - ————— - — -



Tabela 11i:

N2extracdo
N2hipifises
utili=zadas

Determinagioes de hPrl1, hGH, proteinas € hGH/hPrl obti
das nas 3 extra¢oes de hipoifises humanas real izadas em
pH 10,0.

1® solubilizagl0 pH 10 2¢ solubil izagio pH 10
A B C D A B Cc D

i01,6 9020,4 23,3 88,8 8,4 815,2 3,3 97.6

70 hipsfises

86,7 5973,3 14,5 68,9 15,4 433,3 2,8 28,1

30 hipifises

3<

45,4 3245,0 17, 71,5 7,0 193,3 1,4 27,7

45 hipsfises

Tabela 12:

At ividades especificas (ug hPrl/mg proteinas) obtidas
nos extratos hipofisarios em pH alcalino.

N2 da extracfo Atividade especifica
(19 hPri1/mg proteinas)

- ———— .~ —— e — o ———— ————— . v " ———— —_——— - ————
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4.9. Purificacido:

4,9.1. Cromatogratia de interagcSo hidrofébica em

Phenyl—-Sepharose CL-4B:

A Figura 9 exibe o perfil cromatografico de uma tipica cro-
matografia de extrato hipofisario em coluna de Phenyl-Sepharose
CL-4B. Podemos observar, pelo cromatograma, que parte do hGH foi
eluido da coluna durante a aplicac3o da amostra e lavagem da co-
luna € parte foi e€luido apds o pico de hPr1. A segunda forma pode
ser uma forma fort:mente hidrofibica de hGH. Considerando a média
das iltimas duas purificacdes, a recuperacﬁo‘de hPrl1 nesta coluna
foi de 24% . Na mesma figura sio indicadas as fracdes relativas
ao "pool” P2 que foram utilizadas na etapa subsequente.

Os resultados obtidos nas trés purificacdes realizadas em
cromatogr «fia de interacdo hidrofdbica s3o apresentados na Tabela
13. Na primeira purificacdo realizada em Phenyl-Sepharose CL~4B,
pudemos observar que a pureza da hPrl, com relagdo as outras pro-
teinas em geral (incluindo hGH), foi maior do que nas outras duas
purificacdes € que ¢ rendimento, no entanto, foi menor. Isto se
deve ao fato de que as frac¢des escolhidas para o “pool” foram so-
mente as do pico principal de hPrl, sendo reJjeitadas as fragcdes
com maior contaminacdo por hGH. Na 22 e 3¢ purificacdes, a pureza
da hPrl com relacio ao hGH € as proteinas t.tais é menor, no en-
tanto, o rendimento obtido € bem maior, pois foi escolhido maior

niimero de fracoes apresentando valores mais elevados de hGH.
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Tabela 13 Determinacies de hPrl1, hGH, proteinas e hGH/hPr1 obti
dos nas 3 purificacoes de extratos hipofisdrios reali
Zados em coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B.

- . " e ——— —— e e o . - . - — T ———— T~ ———— - - ———— o — ——— — e T G e e i .

NS purif. Aligquota hPrl hGH Proteina it .esp. hGH/hPril

N2 hipofises -(pg/hip.)- (mg/hip.) (ug hPrilvz
mg prot.)

Pi-1
aplicado 86,3 9835,6 26,7 3,2 114,90
a coluna

§1°

38 hipo- ‘pool”’ 6,1 37,9 0,5 12,2 6,2

fises p2-1

Z recup. . 7,9 0,4 1,9 - -
no “pool’
Pi-2
aplicado $2.8 7439,6 17.2 3,1 140,9
a coluna

2<

7 hipi— “pool” 10,0 491 ,1 0,5 20,0 40,1

fises p2-2

y 4 recup; i8,9 5,4 2.9 - -
no ‘pool”
P1-3
aplicado 61,6 5295,6 22,2 2,8 86,0
a coluna

32

58 hipi- ‘pool” 18,2 217,2 0,8 22,8 11,9

fises P2-3

A recup. 29.5 4,14 3,6 - -
no “pool”’

-t e v o = - S - o 400 W o b A= Pn— e 1 R Mo jem s Feve e e S . S e M R D P T fem e S e M e i ) e i SO . Sbes Sves om e s SEve o e e i e



4.9.2. Cromatografia de troca iSnica em DEAE-

Sepharose CL-6B:

0 cromatograma obtido na segunda purificacdo em DEAE-Sepha-
rose CL-6B estd esquematizado na Figura 10.

Fizemos duas cromatografias em coluna de DEAE-Sepharose
CL-6B e€m duas diferentes extracoes. Os resultados das determina-
c¢oes de hGH, hPr1, de proteinas totais, hGH/hPrl e atividade es-
pecifica da hPrl, encontram-se na Tabela 14.

0 volume do gradiente aplicado na primeira purificagdo en
DEAE-Sepharose CL-6B foi de 13 vezes o volume da coluna € na se-
gunda purificagdo, de 20 wvezes o volume da coluna. Podemos wveri
ficar, na Tabela 14, que a pureza da hPrl1 obtida na segunda cro-
matografia foi maior do que na primeira. Acreditamos que esta me-
lhora na resolugcdo entre os picos de hPfr1 e hGH se deve ao aumen-
to de volume do gradiente aplicado.

0 pico de hPrl obtido na primeira purificagao em DEAE-
Sepharose Cl.-6B foi separado em dois "pools”, de acordo com a
pureza:

P3-A1., que € 0 "pool” mais puro, com somente 2% de contaminagdo €
o P3-8B1, com 82,5% de contaminagdo por hGH. Na segunda cromato-
grafia de troca ifnica, separou~se o pico de hPrl em trés "pools’
denominados: P3-A3, que é a hPrl1 mais pura, com somente @,7% de
contaminagloc por hGH, P3-B3, com 3,6X de contaminacl30 por hGH e
P3-C3, com 50% de contaminacio peloc mesmo hormdnio (observar Fi-

gura 10).
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0 rendimento de hPrl para o P3-Ai, se considerado em rela-
¢80 ao extrato obtido em pH alcalino Pi-% (observar Tabela 13),
foi de 0,6X . Também em relacdo & quantidade presente no extrato
alcalino Pi1-3 (Tabela 13), o rendimento de P3-A3 + P3-B3 + P3-C3
foi de 11,2% .

0 rendimento total em pg de hPrl por hipifise, passou de
1,32 para 7,02 e a recuperacdo de hPrl, de 21X para 37X da pri-

meira para a segunda cromatografia nesta resina especifica.

4,10. Andlise qualitativa e quantitativa da hPri

IPEN mediante eletroforese e densitometria UV:

As Figuras 12 A e 12 B apresentam os perfis densitométricos
das amostras de hPr1 P3-A3 (35 ug) e hPr1 NIADDK (25 ug) respec-
tivamente, submetidas a EGPA a 7% em gel de @,4 cm de diametro
por 11 cm de comprimento. As Figuras i1 A e 11 B correspondem
resnpect ivamente, aos perfis dos doic géis utilizados como contro-
les: o gel-branco e o gel de referéncia (SAB).

0s valores das taxas de migracao relativa obtidos foram de
0,505 para a P3-A3, de 0,503 para a hPrl1 NIADDK e de 0,699 para a
SAB, guando lidas em densitdmetro a uma velocidade de @,5 mm/s a
2,5 mV de amplifica¢cio. Pela analise quantitativa, realizada com
0o método densitométrico, a amostra de P3-A3 apresentou um pico
com conteildo protéico de 52 pg, quando comparada com a amostra de
hPr1 NIADDK. A raz3o desta discrepéncia com relagio ao valor de
35 ug determinado pelo radioimunoensaio, pode ter diversas ori-

gens que necessitariam de melhores determinacoes e estudos.,



Tabela 14: Determinacoes de hPrl, hGH, proteinas, hGH/hPrl e ati
vidade especifica da hPrl obtidos nas cromatografias
em DEAE-Sepharose CL-46B.

e e - — —— i T — " . ———— i o i A e M i e S e e S M B S M T S — S - —— . S f—— - ——

Ne purif. Aliquota hPri hGH Proteinas At. esp. hGH/hPr]
NE hipsfises =(ug/hip.}-  (pa/hip.) (pg hpri/
mg prot.)
""""""" pacy ___TTTTTTTTT TTTETTEETTTTETEE T T T
aplicado 6,13 37.9 4%57.,5 13 6,184
a coluna
*pool”’ 0.49 0,018 0,61 803 9,036
P3-A1L
ie
38 hipo- *pool”’ 0,83 0,685 * - 0,825
fises P3-B1
Total 1,32 0,703 - - 0,53
recuperado
X recup. 21,5 1.85 - - -
nos “pools”
""""""""" po-p T TTTTTTTToTTTTTTTTTTTOTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
aplicado 18,24 217,2 787,%9 23,15 11,9
a coluna
"pool’ 1,74 9,012 6,95 250,4 0,007
P3-A3
2% "pool” 3,20 @,115 3,18 1006,3 0,036
58 hipd—- P3-B3
fises
"pool" 1,98 1,980 3,79 922,4 1,000
P3-C3
Total 6,92 2,107 13,92 497,14 0,300

recuperado

A recup. 37,9 1,00 1,76 - -
nos “pools”

- — — — o —— - R o - Y T - o o ——— - - N o o —— - " ——— T~ T S ————————————-— -

# N3o foi determinado
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Figura 11 Eletroforese es gel de poliacrilamida a 72
controle de wualidade das condicdes de corrida
e densitosetria
A: Branco

B: S8
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Figura 12: Eletroforese es gel de poliacrilamida a 77 :
controle da qualidade da hPrl IPEN
A: hPri P3-A3 (IPEN) - 35 ug

B: hPr1 NIADDK RP-{ - 25 we
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A Figura 13 exibe o perfil eletroforético da 1€5]1-hPri
(NIADDK) em gel de poliacrilamida a 74 apds purificacio em Sepha-
dex G-100. O RM obt ido para o pico de 129I-hPr1 foi de ©,800.

4.11. Estudo das melhores condigoes de estocagem da

hPrl purificada:

No mesmo dia em que foram descongeladas as fra¢des da puri-
ticacio em coluna DEAE-Sepharose CL-6B para ser preparado o “po-

ol P3-A1 (ver item 3.6.2.), separaram-s€ quatro aliquotas para
estudo das melhores condi¢des de estocagem:
Af.: 0,5 ml foram utilizados para as determinacdes de hPrl e de
hGH por RIE, no mesmo dia,
A2.: 2 ml foram dializados em tamp3o fosfato de sidio 0,05 M,
PH 7,4 € liofilizados,
A3.: 12 aliquotas de i1 ml foram congeladas a -30%C,
AR4.: 6 ml foram dializados contra agua destilada, com o pH ajus
tado para 7,90:
A4.1.: Duas aliquotas de 400 pul foram congeladas,
A4.2.. Duas aliquotas de 400 pl foram liofilizadas com 4 mg

de SAB,

A4.3.: Duas aliquotas de 400 ul foram liofilizadas sem SAB.

Apds 2 dias, foram feitas as dosagens de hPrl € de hGH das
aliquotas em virias diluicdes. As aliquotas que haviam sido lio-
filizadas foram ressuspensas no mesmo volume que possuiam ante-
riormente, com agua destilada. Os cialculos das determinagcies de

hPrl e hGH foram feitos em ng/volume total da solug3o original.



»

crum’ﬁ
125 yent
40+
304
204
125,
10-
\—’—-/(’
10 20 %
SEGMANTOS
T pe GEL
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Na Tabela 15 sSo apresentados os valores das determinacoes .

de wPrl e hGH das aliquotas sob diferentes cond ;0es de estoca-
gem. A condicio que melhor manteve a atividade imunoldgica da
hWPrl1 foi a didlise contra dgua neutralizada a pPH 7,0 e posterior
liofilizac3oc com 12 de SAB RIA grade. Isto se deve & protecdo que
a SAB apresenta sobre a hPrl e que chegou a fornecer uma ativida-
de maior do que wquela do controle, provavelmente devido as rapi-
des perdas que se verificam durante a pipetagem da solugio ndo
protegida com SAB. Observamos que a liofilizac30 sem SAB sewmpre
foi muito perigosa e que a didlise contra #gua ndo parece acarre-
tar perdas substinciais. A didlise contra tamp8o de alta forca
idnica parece resultar em maiores perdas com relacio a didlise
contra dgu2. Lowmbramos porém que a amostra A2 foi liofilizada em

condigdes de geometria diferente por causa de seu pequeno volume.

4,12. Estudo da recprodutibilidade e estabilidade do

12 padr3o de hPr1 IPEN:

Para o teste cGe reprodutibilidade intra-ensaio, foram rea-
lizadas nove curvas do padrdo PP3-A3, juntamente com uma curva
utilizando © padrdo NIADDK, RP-1 (item 3.9). Pelos resultados
mostrados na Tabela 16, onde € apresentado o contendo de hPrl nas
ampolas de padrio PP3-A3, podemos confirmar a reprodutibilidade
do conteido de hPrl1 nas ampolas de padrio PP3-A3, sendo que as
quant idades de hPril/ampola apresentaram um CV de somente 13,1%,

valor que inclui também a variac8o intra-ensaio em si.



& fim de confirmarmos a estabilidade dos padroes, executa-
mos c<ete curvas utilizando o padr3o PP3-A3 de duas em duas sema-
nas até S meses apos ampolizag@o. A partir dos resultados obti-
dos, foi calculado o contesido de hPr1 nas ampolas do padr3o. Na
Tabela 17 est8o expressos os valores das determinacdes de hPrl
nas ampolas do padrdo PP3-A3. 0 CV € semelhante aquele apresenta-
do na Tabela 16, demonstrando que nd3o houve variac@o significati-
va no conteido de hPrl durante o periodo de cinco meses. A Figura
14 mostra a quantidade de hPrl presente nas ampolas de PP3-A3 €

sua var iagi3o em fungio do tempo.

4.13 Teste de Paralelismo entre os Padrdes de hPri

IPEN e NIADDK:

Das nove curvas do padraoc PP3-A3, sete foram significativa-
mente paralelas ao padrao NIADDK RP-1 2 nivel oe significlncie
P=9,05, validando portanto a avaliagao correta da poténcia imunoc-
14gica da hPrl determinada no extrato. Na Tabela 18, est3o e:-
pressos os parametros avaliados pelo teste de Rodbard para o pa-
ralelismo entre as curvas. Na Figura 1S podemos observar uma cur
va de RIE do padrio de hPrl PP3~-A3 € uma do padrao NIADDK RP-i
em log da concentragic de hPrl : logito %ZB/BO.

Um teste andlogo, realizado com o "pool” PP3-B3 n3o apre-
sentos paralelismo significativo em trés das cinco curvas anali-
2adas, Isto poderia significar uma diferen¢a qualitativa entre

estas preparagio € 05 padries IPEN e NIADDK.
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Tabela 15: Determinagies de hPrl e de hGH de amostras Qantldas

sob diferentes condigdes de estocagem.

Condi¢tes de estocagem hPril hGH
(po/hip.) (pe/hip.)
A.1 Controle: nenhuma reaclio realizada 25,9+1,2 »
e determinacio imediata
A.2 Didlise com tampio fosfato de 8,1%1.3 1,2+0.5
sodio, pH7,4 € liofilizacdo
A.3 Congelamento a -302C 30,7%1.6 0,739,2
A.4.1 Didlise contra sgua pH 7,0 20,8+0,6 0,820,3

€ congelamento

A.4.2 Didlise contra dagua pH 7,0 34,442,0 1,340,3
€ liofilizac3ao com 1% de SAB

A.4.3 Didlise contra agua pH 7,0 17,722,9 1,240,14
€ liofilizaglo

# N3o foi determinado



1

Tabela 16: Reprodutibilidade intra-ensaio do conteudo de hPrl nas
ampolas de padr3o PP3-A3.

e e e . . e e . Gt . " ——— —— — -

NS ampola hPri
(ng/ampola)
1. 433,0
2. 616,90
3. S527,2
4. 421,90
S. 500,90
6. 521,0
7. 412,0
8. S521,0
9. 474,0

—— —— —————— — — —— T T~ ——— — ——— — — -

X=492,0+65,0
Cv=13,2%

Tabela 17: Concentragcfo de hPrl1 por ampola de PP3-A3 em func3o do
tempo.

Semanas hPrl
(ng/ampola)

- ———— . T — T~ - —— 1 r_—————

4 492,0

6 553,90

8 477,0

10 362,0

12 556,90

14 458, 0

16 526,90

18 452,0

20 503,0
X=486,0+60,0

Cv=12,3%Z
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Tabela 18: Parametros avaliadocs pelo teste de Paralelismo de
Rodbard para as curvas de hPrl PP3-A3 e NIADDK RP-1.

N A 4 A 5 5 5 4 A 4

Pendéncia 1,062 0,999 9,985 1,868 1,170 1,073 0,913 1,051 0,902

r 0.971 0,997 0,992 0,992 0,998 0,977 ©,948 0,991 0,997
CORRE[;EEO S--- S ;--- S B S -; ﬂS- S- S
A 385,6 493,0 485,46 387,1 404,5 473,7 398,4 468,2 455,3

t calc. 9,337 0,029 0.171 €,839 3,602 0,537 0,404 0,498 1,197

PARALELISMO s s s s ns s s 3 s

N = N2 de diluigdes do padrio

Coeficiente de correlacio da reta

-~
"

A = Contegpa de hPrl em ng/ampola determinado na cuarva NIADDK-
hPr1-RP-1 (X=439,01+44,4; CV=10,1Z)

s = significativo

ns = n3o significativo
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4.14 Determinacio de outros hormonios hipofisirios

.conta-inantes:

Foram determinados por RIE as ctoncentragoes de hlLH, hFSH ¢

hTSH nas ampolas PP3-A3 e PP3-B3 e determinadas as porcentagens

de contaminagio da hPrl.

PP3-A3: hLH: 4,7%
hFSH: <0,2%

hTSH: 3,9%

PP3-B3: hLH: 2,1Z%
hFSH: <0,2%Z

hTSH: 2,9%

Podemos observar que o nosso produto, com relacio a presen
¢a dos horminios hLH € hTSH n3o é t3o puro como o padrio interna-
cional de referéncia, porém a interferéncia do hLH e hTSH alta-
mente purificados no RIE de hPrl sio, respectivamente, de 00,0032
e ©,0015% . Considermacs, portanto, desprezivel a interferéncia

causada por estas quant idades de hormdnios contaminantes.
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V. DISCUSSAO:

A pesquisa que realizamos permitiu a obtencdo de prolactina
humana (hPrl) altamente purificada, com conteido de hGH inferior
a 1X e atividade imunoldgica comparavel ao produto internacional
de referéncia. Isto permite que o referido produto possa ser usa-
do para prepara¢ao de padroes, tragadores € anti-soros que repre
sentam os reagentes de base nas técnicas diagndsticas radioimuno-
l4gicas ou imunoldgicas em geral.

A atividade especifica, relativa ao produto altamente puri-
ficado fornecido pelo Instituto Nacional de Saiide dos EUA (hPril-
NIADDK) chegou a valores da ordem de 80@-90X%, enqguanto o valor mi-
nimo de concentragfo de hGH, o contaminante cuja presenga repre
senta a maior dificuldade de todo o processo de purificacdo, foi
da ordem de @,7%Z. Este valor, mesmo sendo ainda longe dos valores
de 0,1% declarado por outros autores (Hodgkinson, 1981) (22),
WHO, (1988)¢76) jndica uma purificacio superior & declarada nos
trabalhos cldssicos de Lewis (1972)¢38) ¢ Roos (1979)¢63), onde a
contaminagc8o por este horminio foi, res;ectivamente, de 2,0 ¢
1,6%. De fato, foi também por nis demonstrado na Tabela 5, que
uma contamina¢8o por hGH de 1% em nossos reagentes, significaria
uma interferéncia completamente desprezivel no RIE de hPrl.

Considerando que no caso da hPrl e dos horminios para uso
diagndstico em geral, a pureza € um fator muito mais limitante do
que a quantidade obtida, ndo se deu caradter prioritdrio ao rendi-
mento da extracio. Este parametro porém foi estudado amplamente,

com a finalidade de que nossos rendimentos fossem compativeis com
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aqueles (muito variaveis, por sinal) declarados pelos principais
autores. Assim, enquanto Hodgkinson € cols (1981)(22), declaram
uma recuperagdo de B87 pg de hPrl/glandula, Lewis e cols
(1973)¢36), o primeiro grupo que conseguiu purificar este hormd-
nio, apresentam um rendimento variavel de S a 15 pg/h  Gfise,
Hwang e cols (1973)¢28) gde as0-50 po/hipifise, Roos e cols
(1979)(63) de 31 pg/hipifise, Chapman e cols (1981)¢10) g4 5
pashipsfise € McLean‘48) de 19 pgshipifise. Dentro desta enorme
flutuacl8o de valores, provavelmente ligada n3o somente a técnica
de extracdo, mas também aos diversos materiais bioldgicos coleta-
dos e estocados em condigcdes diferentes, os resultados que encon-
tramos se enquadram na regifdo dos rendimentos baixos. € signifi-
cativo porém que os cuidados por nis tomados € os estudos reali-
zados a este respeito tenham levado o rendimento de 1,32 pg/hipo-
fise na primeira extracl3o para o valor de 7 pg/hipsfise na segun-
da.

Durante a pesquisa que realizamos, procuramos identificar
as origens desse baixo rendimento ou destas supostas perdas. Cla-
ramente o ponto inicial de partida para toda consideracdo subse-
quente foi chegar a uma defini¢S%0 sobre o conteido real de hPri
por hipifise. O acordo existente na literatura, sobre este dado €
da mesma ordem daquele, ja mencionado, relativo aos rendimentos
obt idos. De um valor de 20 pg/gléndula (Lewis, 1971)¢37), pagsa-
mos a valores de 78 ug (Roos, 1979)¢(65), 100 pg (Daughaday, Wil-
liams, 1985)¢13) ¢ até de 220 g (Hodgk inson, 1981)¢22), Uma par-
te do nosso trabalho experimental foi, portanto, determinar o

conteiido de hPrl nas hipifises; ou seja, colhidas, estocadas €



hPri/hipifise representaria, mesmo considerando um valor mediana
mente alto de 8@ mg de proteinashipofise, um conteido de 2,75 pg
de hPr1/mg de proteina. E este um valor muito alto, quando compa-
ramos com os dados da literatura e até com aqueles fornecidos pe-
los mesmos autores do trabalho. Estes, como ja mencionado, partem
de um extrato inicial de 0,5 pg de hPrl/mg de proteina que, a
nosso ver, deveria ser enriquecido € nio mais diluido em relacio

a0 conteildo hipofisdrio.

Como mencionado no titulo deste trabalho, a técnica padro-
nizada foi definida "miniextracio”. € esta outra caracteristica
que queremos salientar, sendo que todas as nossas extragdies foram
realizadas a partir de um miximo de 70 hipifises. Isso, a nosso
ver, proporciona varias vantagens:
a)Maior facilidade e flexibilidade na coleta destas glandulas,
cujas dificuldades de obtengio sio largamente conhecidas;
b)Extrema rapidez de processamento: tendo j3 pronta e operativa a
técnica analitica (RIE), o produto final congelado para a liofi-
liza¢c®o pode ser obtido em 10 dias;
c)Mdxima eliminagio dos processos de degradacio e alteracio liga-
das & estocagem deste hormdnio em soluclo;
d)Grande facilidade na elaboracio e introdugdo de técnicas alter-
nat ivas nas priprias fases de extracio e purificacfo.

# fdcil observar que todas estas vantagens, talvez insignifican-
tes nas condig¢hes de trabalho dos autores mencionados acima, sio
miito significativas nas condi¢ies em que trabalhamos, onde a co-

leta € o processamento de um lote de, por exemplo, 500 hipifises,
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norreatividade do produlo mercado, ndo foi possivel analisar e
investigar de wmancira mais profunda, por ser este aspecto, alewm
dos objetivos do presente trabalho.

0 estudo das reagoes cruzadas nos RIE de hGH € hPrl confir-
maram em nossas condi¢oes de ensaio, os dados fornecidos pelo
NIADDK. As poténcias relativas de hGH no RIE de hPr1 obtidas frelo
NIADDK € por nos foram respectivamente de 0,0002 e de 0,001i2, en-
quanto para o RIE de hGH, as poténcias relativas referentes a
hPr1 foram de ©,0073 para o NIADDK e de @,0051 para nis. A preci-
sdo (CV intra-ensaio menor do que 10X € interensaio entre 16 €
25X) foi da mesma ordem daquela geralmente apresentada na litera-
tura para a determinacio deste hormdnio protéico. € 0 mesmo pode-
mos dizer com relagfo a exatid3o. A sensibilidade por nds propo-
sitamente mantida em niveis relativamente baixos (da ordem de &
ng/ml) foi mais que suficiente para este tipo de estudo.

Na padronizacio destas técnicas fundamentais, necessdrias
para o desenvolvimento da extracio e purificagiao, uma énfase par-
ticular merecem dois resultados que consideramos validos numa
comparagdo interlaboratorial. O primziro, que confere originali-
dade a0 nosso método de extracdo, se refere a introducio da etapa
de extrac3o em pH 7,0, a qual permitiu uma maior eliminaclo de
hGH (da ordem de 8%Z), sem perda significativa de hPri (@,7%2). O
segundo resultado, Jja mencionado anter iormente foi a definig¢do do
conteiido em hPrl das hipSfises humanas (80130 pg) gque confirma,
com uma certa aproximacso, o valor fornecido por W. Daughaday
(Williams, 1988)(13) o gual a nosso ver, ja considera os varios

dados da literatura. Esta determinac3o do conteido hiorofisario em
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dos obtidos com relacio as melhores condi¢ies de estocagem da
hPrl purificada, que enfrentam um dos problemas principals a se-—
rem resolvidos juntamente com a purificacRo deste horminio. Neste
estudo foi confirmado que a liofilizacl30, em certas condigcdes,
pode ser a operacdo que leva a maiores perdas em atividade hormo-
nal; que a didalise contra agua n3o afeta particularmente a ativi-
dade imunoldgica deste hormdnio; que a presenca de SAB (quando
possivel) € sempre o fator de maior garantia de estabilidade e
que altas forgas idnicas também podem levar a grandes perdas de
hPr1. Estas duas idltimas consideracies confirmam exatamente dados
analogos apresentados num estudo interessante realizado por Ny-

berg, Roos e cols (54)

Podemos concluir o presente estudo lembrando os dados pre-
liminares ja obtidos, relativos a preparacido € estudo de reprodu-
tibilidade & estabilidade do nosso primeiro padri3o de hPri-IPEN.

No que diz respeito a reprodutibilidade na ampolizagdo, fa-
tor de importdncia primdria na preparagao de um padrio, foi obti-
do um valor de ng 491,7+64,7 (CV= 13,1%) de hPri por ampola
(N=9). Observamos outrossim que este fator inclui também a repro-
dutibilidade interensaio das determinagies radioimunoligicas,

0 estudo sobre a estabilidade do produto em ampolas nio
apresentou perda significativa de atividade até pelo menos 20 se-
manas e as primeiras curvas de RIE, realizadas utilizando a hPri-
IPEN como padrdo se comparam perfeitamente, quanto aos parametros

controle de qualidade, aos .Jja realizados com a hPr1-NIADDK. Res-
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analisadas nas nossas condi¢coes. Os valores da Tabela 10 , junta-
mente com o experimento apresentado na Tabela é6 levan a um valor
médio de 80,2131,5 po hPri/hipifise, que reflete um pouco a média
dos valores interlaboratoriais existentes na literatura. Usando
este valor de base, que pode até ser discutivel, mas que € o uni-
co operativo em nossas condigdes de trabalho, € considerando as
perdas menores (292 extracido) de 24 e 37X por nis obtidas nas duas
etapas cromatograficas, chegamos exatamente ao nosso valor final
de 7 ug/hipifise. Esta racionalizacdo nos permite especular que
parte da hPrl1 perdida durante o processo pode estar:

a)Ret ida nas colunas cromatograficas;

b)Eluida durante a aplicagdo da amostra o2 a primeira lavagem;
c)Junto com o hGH ou oitras fragies protéicas eliminadas proposi-
tadamente durante a escolha dos "pools”.

E nossa opinido, portanto, com relagio ao rendimento em
hPrl1 nas extractes, que deveriamos investigar melhor € aprimorar
especialmente as duas técnicas cromatograficas, baseando-nos es-
pecialmente nos dados realisticos € de alta qualidade € confiabi-
lidade de Roos € cols(®3), onde a recuperacio em cada uma das
quatro etapas cromatograficas por eles realizadas, foi de 85-95%
. Neste contexto, achamos util indicar pelo menos cuas incon-
gruéncias presentes nos dados de Hodgkinson € cols (22) ) pPrimei~
ramente, o extrato inicial nao poderia ter, como declarado no re-
ferido trabalho, wum conteido de 0,5 ug de hPri/mg de proteina,
fornecendo depois 191 ug de hPri/hipifise. Isto representaria um
conteido proteico de 382 mg/hipifise, que é 4-5 vezes superior ao

possivel. Secundariamente, o conteudo declarado de 220ug de
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pudesse exigir tempos demasiadamente grandes.

Em sintese, portanto, miniextrac80 significa: rapidez, fle-
xibilidade, economia € menor alteragdo do produto. Por outro lado
significa também maiores dificuldades técnicas, especialmente na
deteccio e muito provavelmente obtengcdo de menores rendimentos

que seriam obtidos com maior mimero de hipifises.

Para chegar aos resultados ja mencionados foi necessaria
toda uma padronizag3o de técnicas basicas € o estudo de condigies
alternativas que estio relacionadas aos primeiros sete capitulos
do item "Resultados”. A marcagdao de hPrl doada pelo Instituto Na-
cional de Saide dos EUA, a purificacio da 1291-hPr1, a escolha
das melhores condic¢des de radioimunoensaio, € relativo controle
de aqualidade, tanto para a hPrl, quanto para o hGH, o estudo das
reages cruzadas, das melhores condigies de extracio € do conteii-
do de hPrl em hipifises humanas, apresentam um trabalho aparente-
mente vrotineiro, mas que na pratica € o verdadeiro instrumento
sem © qual o trabalko de extracdo e purificagi0 nfo teria sido
possivel.

Neste contexto lembramos portanto a reprodutibilidade obti-
da nas marcac¢ies de hPrl (um dos horm3nios mais ldbeis frente &
oxidagio e radioiodagfo), seja nas atividades especificas
(CV=26%), nos rendimentos (CVY=27%Z), nos coeficientes de distri-
buig¢80 (Kd) que estio relacionados com o raio molecular (CVU=12%),
seEmpre com recupera¢oes quase tedricas (R maior que 90%).Foram
utilizadas trés técnicas diferentes de iodag8o, cujos resultados

e caracteristicas comparativas, especialmente com relagio & imud
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hPr1 representa para nds também a prova mais direta da exatidao
da nossa técnica € condi¢hes de ensaio.

Com relac3o a utilizacdo da hPr1-IPEN purificada e aos tes
tes realizados sobre este produto aiém da ji mencionada determi-
nacdo de pureza e atividade especifica, lembramos as caracteris-
ticas eletroforéticas, determinadas mediante técnica n3o destru-
tiva por densitometria na luz ultravioleta. Os valores da taxa de
migracao relativa (Rm) da hPr1-IPEN (Rm=0,505) foram perfeitamenr-
tecompariveis aos valores obtidos para a hPr1 NIADDK doada pelo
Instituto Nacional de Saide dos EUA apresentando também um acordo
interlaboratorial satisfatdrio raramente observado. Lembramos de
fato o valor de Rm=0,55 obtido por Lewis e cols ¢(37) ¢ de 0,44
obt ido por Hodakinson € cols (22), ambos em condigcies experimen-
tais muito proximas as nossas. Isto confirma a qualidade do nosso
produto final provando que n3o houve alterac3o significativa em
suas propriedades fisico-quimicas. A diferenca de Rm obtido entre
o hormdnic “Frino” € o radioiodado se deve provavelmente a presen-
¢a de iodo na molécula do marcado € consequente aumento na ele-
tronegat ividade ou, alternativamente, a alteracdes estruturais
provocadas em todas as moléculas de hPrl pelos reagentes e€/ou pe-
las condigfies de marcagSo. Estudos e consideragies anidlogos j2
foram realizadas neste laboratdrio com relagdo a8 molécula de
1251-hGH(6), Interessante também é a aplicabilidade da mesma téc-
nica eletroforética com leitura densitométrica ndo destrutiva pa-
ra fins analiticos quantitativos que poderSo ter desenvolvimentos
futuros especialmente com relaclo a testes de pureza de extrema

praticidade € rapidez. Enfase especial merecem também os resulta-
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saltamos também que testes de paralelismo relativos as curvas ob-
tidas com os dois padrides (IPEN e NIADDK) apresentaram divergén-
cia n3o significativa em oito dos nove ensaios realizados ate

agora.

Concluindo, podemos afirmar que a hPrl extraida e purifica-
da no IPEN pode substituir perfeitamente os padries de grande pu-
reza preparados nos melhores laboratdrios. Sua utilizacSo na pre-
paracio de produtos marcados do mesmo nivel qualitativo estda em
fase de realizacio e podera ser estendida também, em colaborac¢do
com outros laboratdrios, 3 prepara¢ao de anticorpos especificos

mono € policlonais.
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