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ABREVIATURAS

hPrrl =~ Prolactina humana

RIE - Radioimunoensaio

EGPA - Eletroforese em gel de poliacrilamida
Rm - Migrac8o eletroforédtica relativa

Kd - Coeficiente de distribuigio

TCA - Acido tricloroacético

8AB - Soroalbumina bovina

cpm - Contagens por minuto

Fpm  — Rotagdes por minuto

mC i - MiliCurie = 3,7 % 10/ desintegragies por segundo
C.V. =~ Coeficiente de variaclo

XtDP - Média + desvio padrio

EDY? - Dose que produz 50% de queda na resposta relativa & dose
zero
Ange ~— Absorbdncia medida em espectrofotimetro em luz de

compr inento de onda 28¢ nm.



HINTEXIRAGAT ©. PURIF ICALALD DA PROLACTINA HURANA PARA VALPARALAU Ut RCAGENIES USADUS tM KRADIOIHUNUENSAID

LIGIA ELY HORGANTI FERREIRA DIAS

RESUMO

A purificagido de prolactina humana a partir de hipdfises
foi desenvolvida em nosso laboratdrio com o objetivo de obtermos
um reagente puro para uso em radioimunoensaio. 0 procedimento de
extraglo e purificacio foi adaptado do método de MclLean et al., o
qual envolve as seguintes etapas:

i. Extragio de hipdfises congeladas em tampSo fosfocitrato @,14H,
PH 4,0 e tamp80 acetato de amdneo 50 mM em pH 10,0.

2. PurificacBo por cromatograftia de interagSo hidrofdbica em
Phenyl-Sepharose CL-4B na presenca de acetonitrila.

3. Purificaclio por cromatografia de troca idnica em DEAE-Sepharo~
se CL-&B.

Todo © processo, desde a primeira homogenizacio até o ini-
cio da liofilizac8o pode ser realizado em aproximadamente 10
dias.

Na Tase de extracHo foi introduzida uma etapa utilizando-se
tampio acetato de amdneo 59 mM em pH 7,@, com o qual se obteve um
enriquecimento significativo do conteuddo de hPrl no extrato. O
hormdnio prolactina foi recuperado de 30-7¢ hipafises com recupe-
ragio total de aproximadamente 7 pg/hipidfise.

A4 pureza do horamdfnio foi analizada em eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7%. A hPr1-IPEN apresentou banda dnica com
Rn=0,505, praticamente coincidente ao Rm de 9,503 obtido com =a

NIADDK-hPr1-RP-I-7.



No radioimunoensaio de hPrl, as curvas padrio obtidas com a
hPr1-IPEN e NIADDK hPr1-RP-i mostraram paralelismo significativo
(P{@,03). A hPrl1-IPEN mais pura apresentou somente @,7% de conta~
minagido por hGH imunoreativo. Foi realizado o controle de quali-
dade interno para o RIE de hPrl. Primeiramente se utilizou a hPrl
NIADDK para estudo de reprodutibilidade de radiociodag80, bem como
estudo da sensibilidade, precisio e exatidio dos ensaios. Uma vexr
tendo sido obtida a hPrl1-IPEN purificada ,foi também realizado o
controle de qualidade do padro ampolizado.

0 conteddo de hPrl imunoreativa foi de 492,9 ng/ampola (CV
inter ensaio, inter ampola=i3,2%). A estabilidade deste material
foi controlada por cinco meses, nao apresentando diminuicldo sig-
niticativa da atividade imunoldgica, enquanto a precis8o do en-

saio Toi da mesma ordem dagquela obtida com a hPrl NIADDK.

0 método de purifticac8o foi considerado eficaz para obten-
c¢Ro de hPrl com a pureza NECessaria para a preparacio de reagen-
tes usados em radioimuinoensaios, possuindo a vantagem de ser ra-

pido e relativamente sinples.



TRALL SCALY TXTRACTION AND PURTFICATION OF HUKAN PROLACTIN FUR THE PREPARATIUN OF RADIDIRMINUAGGAY REAGENTS

LIGIA ELY MORGANTI FERREIRA DIAS

ABSTRACT

Purification of human prolactin from pituitaries was

carried out in our laboratory to obtain a pure reagent for use in

RIA.

The extraction and purification procedure was adapted from
the method of Mc. Lean et al., and it involves the following
steps!

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

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

3. Puritication by anion exchange chromatography on DEAE-
Sepharose CL-46B.

The whole process from the first homogenization step to the
starting of the lyophilization can be performed in about 1@ days.
In the extraction phase an extra step was added using buffer S0mM
ammon ium acetate pH 7.0, which allowed a significant enrichment
in the hPrl content of the extract. Prolactin was recovered from
30-7¢ pituitaries with an overall vyield of apeproximately 7
pa/pituitarie.

The purity of the hormone was analyzed on 7% polyacrilamide
gel electrophoresis. hPrl1-IPEN presented a single band with
Rm=0.505, practically coincident with the Rm=0.503 of NIADDK-
hPr1-I-7. In the HhPrl1 RIA, the standard curves obtained with
hPr1-IPEN and NIADDK-hPri1-I-7 showed a significant parallelism

(P¢®.05). By specific RIA, the purest hPr1-IPEN presented anly



9.7% 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
hPr1-IPEN standard preparation, the same type of quality control
was carried out on this ampolized reference material. The hPrl
immunoreactive content was of 492.€ ug/ampoule (CV inter assay,
inter ampoule=41i3.2X), its stability was controllied +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 radioassay purposes,

having the advantage of vrapidity and relative simplicity.
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I. INTRODUCAO

A prolactina (Prl), o hormfnio de crescimento (GH) e o hor
minio lactogénio placentdrio (PL) s%o considerados membros de uma

mesma familia hormonal devido & sua semelhanga estrutural, como
t
(

2

mbém por vdrias propriedades bioldgicas e imwoldgicas conunsg

2,33

&

« Segundo alguns autores, a Prl € o GH divergiram de um
unico gene ancestral hd aproximadamente 400 milhfes de anos € o
gene de PL divergiu do gene de GH hd menos tempo, de 10 a 20 mi-
lThies de anos (12.,49,74)

A sequéncia de aminoacidos da prolactina humana (hPrl) foi
determinada primeiramente por Shome & Parlow, em 1977, e quando
comparada com a do hormdnio de crescimento (hGH), pide-se verifi-
car que existem 32 residuos (16%) que possuem posicio sequencial
idéntica & molécula de hGBH. Em comparac®o com o hPL, a hPrl pos-
sui identidade sequencial de 13% .Muitos dos residuos idénticos
entre hPrl e hGH residem na porg8o NH2-terminal da molécula e no
tergo prdaximo ao carboxiterminal da molécula. Shome & Parlow
acharam surpreendente verificar gue a estrutura da hPrl possui
t3o pouca identidade com o hGH, em vista da atividade prolactini-
ca intrinseca do hGH (677,

Existem evidéncias de que o GH possui atividade lactogénica
myito alta em primatas (36'31), enquanto que a Prl possui, além
da aglo lactogénica, também uma atividade em promover o cresci-
mento em ratos (19,

A primeira evidénecia da existéncia do hormfnio hipofisdrio

prolactina foi obtida por Stricker e Greuter, quando descobriram
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sua acHo lactogénica (69),

Antes da década de 1970, guando se deram os primeiros iso-
lamentos da hPr1¢26.36), ainda existiam dividas se a hipifise hu-
mana realmente secretava uma molécula de hPrl distinta do hGH.
Isto se deve principalmente as dificuldades na separacio dos dois
hormanios na hipdfise humana. Em quase todas as espécies, com ex-
cecldo dos primatas (homem & macaco) era relativamente fdcil puri-
ficar GH e Prl utilizando ensaios bioldgicos para sua identifica-
¢80. O ensaio bioldgico cldssico para o GH depende do aumento do
peso  corporal de ratos hipofisectomizados (47), enquanto a Prl
era detectada pela sua capacidade em estimular o crescimento da
micosa de papo de pombo ‘910, No caso do homem e macaco, as pre-
paraghes de hGH e de hPrl obtidas em extratos hipofisdarios inva-
riavelmente produziam respostas positivas para ambos 0s ensaios,
embora existissem variacies de resposta entre as diferentes pre-
paragies (92), Esta dificuldade em se isolar a hPrl1 levou alguns
invest igadores a acreditar que o hGH tivesse atividade intrinseca
de hPrl e que a Pri ndo existiria como entidade separada no ho-~
mem. Entretanto, observagies clinicas € experimentais sugeriam
que uma moleécula de Prl deveria estar presente no homem, como em

outras especies.

A prolactina humana é um hormdnio polipeptidico produszido
pelo loho anterior da hipdfise e durante a gravidez, pela placen-
ta (13), com peso molecular de 24.000 daltons (677, & constituida
de cadeia inica de 199 aminodcidos, sendo rica em residuos dcidos

e hidrofdbicos e possuindo a leucina e cisteina como aminoacidos



terminais (127, Apresenta 3 pontes disulfeto (47) ¢ o seu ponto

isoelétrico ¢ de 6,0 (24'43)(Fig. 1)

A hPrl circulante no sangue se apresenta em 3 formas dig~
tintas: a "little”, de peso molecular 24.000 daltons que repre-
senta 7@ a 904 da imunorreatividade total de hPrl; a "big", com
peso molecular de 50.000-56.000 daltons com 9 a 20% da imunorrea-
tividade e a "big~big" que possui peso molecular de 170.€00 a
200.000 e constitui de @ a 5% da imunorreatividade prolactinica
no soro humano normal (1,311,19,20,29,32,70,75), A heterogeneidade
da hPrl parece ser originada na hipdfise € nio como resultado de
modificagides periféricas do praduto 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 conversfo da forma "big” a Tlittle”
(1,12,70) o a "pig-big" 1?), Acredita~se que a forma "big"” & a
forma “little” ligada n¥Ho covalentemente A outra proteina. Ainda
existe controvérsia gquanto & diminuicRo da atividade bioldgica da
forma "hig", quando comparada com a forma "lit-
t1e"(16,19,20,70,73) | pAlguns autores acreditam que a forma “bhig-
big" € um artefato de congelamento ou estocagem, sendo uma forma
agregada da "little" (1,19,70)

Além disso, a forma "little” pode ser separada por meio de



1 10
leu pro ile cys pro gly gly ala ala arg cys gln val
JUG COC ALC UGU OOC GGC GGG GCU GCC CGA UGC CAG GG

40
asn leu ser ser glu met phe ser glu phe asp lys arg
AAMC CUC UCC UCA GAA AUG UUC AGC GAA UUC GAU ARA OGG

70
ser ser leu ala thr pro glu asp lys glu gln ala gln
UCU UOC CUU GOC ACC OCC GAA GAC AAG GAG CAA GOC Caa

100
trp asn glu pro leu tyr his leu val thr glu val arg
UGG AAU GAG CCU CUG UAU CAU G GUC NOG GAA GUA OGU

130
glu gin thr lys arg leu leu glu gly met glu leu ile
GAG CAA AOC AAA OG CUU CUA GAG GGC AG GAG CUG AUA

160
ser gly leu pro ser leu gln met ala asp glu glu ser
UOG GGA CUU OCA IXC CUG CAG AUG GCU GAU GAA GAG XU

130
lys ile asp asn tyr leu lys leu leu lys cys arg ile
AAA AUC GAC AAD UAU QUC AAG CUC CUG AAG UGC QGA ALC

Figura {: Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da Prolactina humana
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eletroforese em pH alcalino em pelo menos trés componentes com
caracteristicas fisicas e bioldgicas ligeiramente diferentes
(54,33)

Existem ainda formas clivadas de hPrl na hipdfise humana
(16K e 418K) que somente aparecem no plasma em certas condigfes
fisioldgicas, principalmente na gravidez (9@,68),

Em hipdfises, liquido amnidtico ¢ decidua humano foi também
descrita uma forma glicosilada de hPrl (GhPrl) com peso molecular
de 25.000 daltons ¢(33.40,45,37) constituindo de 10 a 15% do total
de hPrl presente no soro, diminuindo durante a evolu¢8o da gravi=-
dex e tornando a aumentar em wnulheres que n8o amamentam
(33,40,45), A GPrl contém uma unidade de carboidrato ligada & as-

paragina 31 e que possui o efeito de diminuir sua atividade bio~

A prolactina atua diretamente sobre os tecidos—alvo que sio
as glandulas mamdrias; ¢ o mais importante, mas n8o o unico hor-
m3nio envolvido no processo de lactagfo. Durante a gravidez, os
efeitos combinados dos horménios hipofisdrios Prl e GH, dos hor-
mdnios placentdarios PL e Prl, estrdgenos € progesterona preparam
0o tecido das glindulas mamarias. A lactaclHo € suprimida por uma
inibig30 direta da atividade secretdria das mamas pelos altos ni-
veis de estrdgenos e progesterona. Apds o parto, os niveis de es~
tridgenos e progesterona caem rapidamente e a aglo lactogénica da
Prl deixa de ser impedida (137

Sabe~se que a mama, principalmente o bico e a auréola, &

ricamente envolta por terminaghes nervosas especializadas. Estes



receptores sensoriais iniciam impulsos que atingem a drea do hi-
potalamo, a qual regula a secrecio de Prl, resultando na elevagio
dos niveis séricos de Prl e na secregdo de leite pelas mamas
(13

0 efeito predominante do hipotdlamo sobre a secregio de Prl
€ inibir a funcio basal. Em condi¢les normais, a Prl em excesso
age diretamente sobre o hipotalamo, o qual libera o Fator inibi-
dor da Prolactina (PIF) que possui aglo de inibir a secreg8o de
Pr1 (73), Entretanto, diversos estinulos ocasionam a liberagio de
Prl, n8o sd por desiﬁibicﬁo dos efeitos do PIF, mas por causarem
liberaglo do fator liberador da Prl (PRF), também produzido pelo
hipotdlamo (137,

Muitas Fungdes foram sugeridas para a Prl, por exemplo:
controle de fluidos e excregio de eletrdlitos, mas para o homem
estas fungdes nlo sRo confirmadas. As idnicas fungdes realmente
confirmadas para o homem s8o a lactagBo e o efeito sobre as fun-
¢hies das gfnadas (18,270

No recém-nascido, os niveis plasmdticos de hPrl sfo bastan—
te elevados (em média 150 ng/ml) e estes niveis vBo baixando até
chegar aos niveis de adultos normais por volta do terceiro ao
sexto més de vida. 05 niveis plasmiaticos de hPrl s8o menores nos
homens (média de 7 ng/ml) do que nas mulheres (em meédia 10-1i
ng/ml) e nestas parecem ocorrer pequenas variacoes durante o ci-
clo menstrual $18), Durante a gravidez, os niveis de hPrl no soro
vAo aos poucos se elevando até o parto (média de 200ng/ml) e se
mantém altos enquanto existir o estimulo da amamentag¢do (18,73)

No liquido amnidtico os niveis de hPrl sio muito elevados no pri-



meiro semestre (10 ug/ml), baixando durante a evolugHo da gravi-
dez (1 ugrsml) (18)

A deficiéncia de hPrl € rara, somente ocorre em necrose,
infartag8o da hipdfise, hipofisectomia, em sindrome de Sheehan e
quando da administracio de bromocriptina (737,

A hiperprolactinemia é, provavelmente, a desordem hipotdla-
mo-hipofisdria mais comum observada na priatica clinica (737,
Existem muitos casos diferentes de hiperprolactinemia devido A&
presenga de tumores hipofisdrios. Ensaios dindmicos de secregio
de hPrl n3o parecem ser iteis para a confirmacfo de microadenomas
em pacientes com hiperprolactinemia. A investiga¢io mais util é a
dosagem de hPrl basal que, se estiver acima de 200 ng/ml, }ndica
que provavelmente o paciente esteja desenvolvendo um microadenoma
(17.73) | Menos frequentemente, desordens hipotalfmicas ou hipoti
reoidismo podem ser a caus’ da hiperprolactinemia. 0 hipertireoi~
dismo pode causar uma elevacio muito grande dos niveis séricos de
hPr1. (732,

A hiperprolactinemia pode ocorrer como efeito de terapia
por drogas bloqueadoras de receptores dopaminérgicos, drogas de-
pletoras de dopambna e com estrdgenos ou TRH (73 & hiperprolac-
tinemia € também muito frequentemente associada ao hipogonadismo.
Os niveis plasmaticos de hPrl podem estar elevados em mulheres
com ovarios policisticos, em pacientes com amenorrda apds o USO
de contraceptivos orais ¢ em mulheres com amenorréia. A hiperpro-
lactinemia é menos comum em homens (737,

A hPrl tem um volume de distribui¢io que se aproxima do

fluido wtracelular. Apds administragfio exdgena ou supressio de
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secrecdo 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 dosagem
de hPrl € de muita utilidade para a realiza¢lo de testes diagnds~
ticos. 0 imunoensaio de prolactina é utilizado especialmente para
o diagndstico de adenomas pituitdrios e relativo controle e ava~-
liag8o da funcionalidade hipotaldmica, de galactorréa, amenorréa
como também na detecgHo de esterilidade e em casos de impoténcia
e ginecomastia masculina. Por isso este ensaio se constitui num
dos mais frequentemente realizados nos laboratdrios de Andlises

Clinicas.

Muitas explicagdes podem ser dadas sobre a dificuldade em
se purificar a hPrl. Uma das principais razdes € que o hGH cons
titui de 9 a 10X do peso seco da hipdtfise, enquanto que o conteil~
do de hPrl estd por volta de @,1i%Z , o que significa 50 a 100 ve-
zes menos que o hGH ¢18) . putro problema importante é a instabi-
lidade da hPrl durante a estocagem das hipdfises € o isolamento,
principalmente devido a enzimas proteoliticas presentes nesta
glandula ¢39,36,38,.54) o também devido ao tato deste hormdnio ser
reconhecidamente ldbil, principalmente quando em baixa concentra-

¢Ho proteica e/ou alta forga idnica (94),

0 primeiro trabalho sobre a purificacio da hPrl que obteve
éxito foi o de Lewis, em 19714 (37) apas obtengio pelo mesmo autor

de evidéneia eletrotorética da existéncia de hPrl na hipdfise de



uma mulher que morrera durante o 5% més de gravidez (377, Depois
disso, outros trabalhos foram realizados sobre o mesmo assunto,
obtendo a hPrl a partir de hipdtfises (10,24,22,28,58,65) e de 11~

quido amnidtico (97,

Os métodos de extracio de hPrl utilizam normalmente uma ex-
tracio prévia em pH acido ou neutro a fim de remover proteinas
interferentes e parte do hGH, seguida de extraglo em pH alcalino
(8,9 a 19,0) onde a hPrl ¢ solubilizada em solugio aquosa (37,65)
ou etandlica, com concentracio de dlcool etilico de 25 a 50%
(28,38,98) | gendo que no dltimo caso, a hPrl & precipitada apds
adigRo de alcool etilico em concentracio de 85% e depois ressolu-
bilizada em pH alcalino.

As Tases de purificacio mais utilizadas sBo: cromatogratia
de exclusfo molecular em Sephadex G~100 ou G-i5e (27,28,37,38,38,
63), cromatografia de troca anifnica em DEAE-cellulose (27,28,37,
38,98) oy DEAE~Sepharose CL-4B (22.63), alguns métodos utilizam
ainda a cromatografia de troca catifnica CM~cellulose (&7,28) gy
a separacio por focalizaclo isoelétrica (9:98), que nEo parecem
apresentar bons rendimentos.

Os métodos mais recentes utilizam a purificacldo por croma-
tografia de interaglo hidrofdbica em Phenyl-Sepharose Cl.—-48. Ao
que parece,a hPrl é uma proteina que apresenta alta hidrofobici-
dade e, portanto, se utilizam desta propriedade para a sua puri-
ticacRo junto dos outros hormdnios hipofisdrios e do hGH e utili
zam também a cromatografia de troca idnica em DEAE-Sepharose

CL~6B, podendo ou nio apresentar purificagies intermediarias por
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wclusio molecular (21,22,69)

E sabido que um antigeno purificado ou altamente purificado
é a matéria prima fundamental para a obten¢®o dos reagentes ne-
cessdrios para mnontar um imunoensaio e, mais especificamente no
caso presente, um radioimunoensaio. Prolactina purificada sera
necessaria para a producio de anticorpos especificos (mono e po~
liclonais) como também para a prepara¢fo de solugdes padrio ampo-
lizadas, calibradas contra o padr8o primario internacional da Or-
ganizacio Mundial da Saide (OMS).
Prolactina altamente purificada serad necessaria para a marcacio,
no caso em discussio, com 1291, De fato, pelo que é de conheci-
mento do autor, este hormdnio niRo € produzido no Brasil e, espe-
cialmente devido A sua escassez na hipidfise, as dificuldades Ja
mencionadas relativas &4 sua extracio e purificacio, o seu custo €
exorbitante, chegando a aproximadamente US% 12.000 por miligrama
de hormdnio purificadeo, o mais caro dos horménios hipofisdrios.
Além disso, ao preco devem ser adicionadas as dificuldades de im-
portacdo e de suprimento regular deste produto altamente 1dabil.

A todas estas razies se devem os objetivos deste trabalho
cuja meta € a padronizacio de uma técnica suficientemente rapida
de extraglo e purificacfo de hPrl, a partir de um mimero relati-
vamente pequeno de hipdtises humanas. Devido as dificuldades pro-
prias do processo de extracio e aos problemas surgidos na obten-
¢80 de glandulas humanas, optou-se por esta escala reduzida para
depois, somente num segundo tempo e além dos obljetivos do presen-
te trabalho, realizar extraghes em escalas semi—-industriais. Sera

dada é&ntase particular A obten¢gfo de um produto suficientemente
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puro, e a obtenclo de rendimentos Ffinais que apresentem valores
de acordo com os dados da literatura. A proteina purificada sera
caracterizada eletroforética ¢ imunologicamente em comparacio com
o produto altamente purificado, cedido pelo "National Institute

of Health™ dos EUA.
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II. MATERIAIS

2.4i. Materiais e Equipamentos:

Agitador magnético modelo 257, marca Fanem, 830 Paulo, Brasil.
Agitador meclnico do tipo "Vortex” modelo AT-54&, marca Phoenix,
S&%o Paulo, Brasil
Balanga analitica com precisio de ¢,001 mg, marca Mettler, Zu-
rique Suigca.
Balan¢a semi-analitica com precisio de @,1 g modelo PLQQON,
Mettler, Zurique, Suiga.
Bomba peristdltica modelo 49412A, marca LKB, Estocolmo, Suécia.
Coletor de fragdes automdt ico modelo Ultrorac 700¢, marca LKB,
Estocolmo, Suécia.
Contador gama, tipo pogco com dectetor de NaI(T1), modelo 4000,
marca Beckman, Fullerton, USA.
Contador gama, tipo pogo com dectetor de NaI(T1l), modelo 1185,
marca Nuclear Chicago, Illinois, USA.
Centrifuga refrigerada automdtica modelo Super Speed RC-2B,
marca Sorvall, Connecticut, USA.
Colunas cromatograficas de vidro de vdrios tamanhos, construi-
das no IPEN-CNEN/S30 Paulo, Brasil.
Cuba eletroforética de acrilico, Técnica Permatron, SHo Paulo,
Brasil.
Densitdnetro modelo Scan 400, marca Joyce Loebl, Londres, In-—
glaterra com Registrador marca Bryans, wmodelo 28000¢, Londres,

Inglaterra.
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Espectrototimetro modelo PMQII, marca Carl-Zeiss, Oberkochen,

Repiiblica Federal da Alemanha.

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

Liofilizador marca Edwards, S83o0 Paulo, Brasil.

Peagimetro modélo B374, marca Micronal, S3o0 Paulo, Brasil.

Pipetas automdticas de varios volumes, marca Oxford, Foster

City, USA.

Pipetas regulaveis automaticas de varios volumes, marca Eppen-

dovr+$, Hamburgo, Repiublica Federal da Alemanha.
Repipetador automdtico, marca Eppendort, Hamburgo,

Federal da Alemanha.

Seringas de 40 pl marca Hamilton, Reno, USA.

2.2. Reagentes e Solucgdes:

Reagentes:

Acetato de Amdnio P.A., Merck, S350 Paulo.
Acetanitrila para cromatografia, Merck, Darmstadt,
Federal da Alemanha.

Acido citrico, J.T.Baker, SHo Paulo.

dcido cloridrico concentrado P.A., Merck, SHo Paulo.

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), Carlo Erba,
Acido ortofosfdrico, B. Herzog, S8o Paulo.

aAcido tricloroacético (TCA), J.T.Baker, SHo Paulo.
Acrilamida, Bio Rad, $3c Paulo.

Adlcool etilico P.A., Merck, S8o Paulo.

Repiblica

Repiiblica

SHo Paulo.
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AmSnea liquida P.A., U.C., Sdo Paulo.
Azida sddica P.A., Merck, S&o Paulo.
Azul de bromofenol, Merck, S8o Paulo.

zul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia.
Bacitracina, Inlab, 530 Paulo.

Benzoato de p-hidroximercurio NY¥ PMO752, Sigma Chemical Com-—
pany, St Louis, EUA.

Carbonato de sddio, P.A., J.T.Baker, SHo Paulo.

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

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

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

Fosfato de sddio monobdsico e dibdasico,P.A., Carlo Erba, SHo
Paulo.

Glicina P.A. Merck, S3o0 Paulo.

Iodeto de potdassio P.A., Merck, S8o Paulo.

Metabissulfito de sddio P.A., Merck, S8o0 Paulo.

N,N’-metileno bisacrilamida (BIS), Bio Rad, S&o Paulo.

N,N,N’ N’ ~tetramet ilenodiamina (TEMED), Bio Rad, S8o0 Paulo.
NalZ51 em hidréxido de sddio ©,iN, New England Nuclear Boston,
EUA.

N etilmaleimida, Fluka, SRo Paulo.

Pentdxido de di~-fdsforo P.A., Merck, S350 Paulo.
Polietilenoglicol 6000 (PEG), Atlas, SHo Paulo.
Phenyl-Sepharose CL~4B, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sué-

cia.



Reativo de Folin-Ciocalteu 1,75N, QUEEL, S80 Paulo.
Riboflavina, Roche, S$%o0 Paulo.

Sephadex 6-10@, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia.
Sacarose cristais P.A., Merck, S3o Paulo.

Sultato de cobre pentahidratado, P.A., Reagen, S8o Paulo.
Tartarato de potdssio P.A., Merck, S8o Paulo.

Trig-hidroximetil-aminometano (TRIS) P.A., Merck, SEo Paulo.

Materiais Bioldgicos:

Lactoperoxidase N L8257, Sigma Chemical Company, 8t louis,
EUA.

Soroalbumina bovina, fracgio V, N A4503, Sigma Chemical Com-
pany, St Louis, EUA.

Soroalbumina bhovina, RIA grade, N2 A7888, Sigma Chemical Com—
pany, St Louis, EUA.

Prolactina empregada  para radioiodagfo NIADDK~hPr1-I-7
(AFP-9900), obtida por doacio do National Institute of Arthri
tis, Diabetes Digestive & Kidney Diseases (NIADDK).

Prolactina utilizada como padrio: NIADDK-hPrl RP-4, obtida do
NIADDK por doa¢Zo.

Ant icorpo anti hPrl1: NIADDK-anti-hPrl1-3 (AFP-C 1i58@) produzido
em coelhos, obtido do NIADDK, por doagHo.

Hormdnio de Crescimento empregado para radioiodaglo: Extraido e
purificada no IPEN, segundo a técnica de Roas et al (97), modi-

ficado por Assis et al (3).
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~ hGH utilizado como padrio: NIAMDD-hGH-RP-1 (AFP 4793B), obtido
do NIADDK, por doagio.
- Anticorpo ant ihGH: NIAMDD-ant i~hGH~-1 (AFP~97720433), obtido do

NIADDK, por doaglfo.

Hipatiges:

As hipdfises foram gentilmente doadas pelo Dr.Sigmar Horst Car-—
doso do Servigo de Verificagio de dbitos do Hospital S8o Paulo;
retiradas até 24 horas apds o dbito e congeladas a -20%C antes

de serem processadas.

Solugdes:

Solugtes utilizadas para extraglo:

- Tamp8o fostocitrato 9,14M, pH 4,0:
ACIdO CItFiCOuuuannnnnnnununnnnannni2,8 g
Fosfato de sddio dibasiCOassannsea.11,2 g
AZida SAdiCRuuunannnnnanunnunnnanns@,85 g

AgUa dest i 1Ada dBP eeunrecnannnnsnnssi@00 ml

~ TampRo acetato de amfnio 50 mM, nos pH 7.9, 8.5 e 10.0:
Acetato de AMON i Orcenecsanensnnnnnn=3, 895 g
:‘:ida Sljdica--..---...-.------.---0,065Q (in‘”)

,65 g (iomM)
dgua dest ilada Q8P ecesssncnnsunasasi@00 ml

0 pH foi acertado com uma solucio de amfnia a 204 .
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Solug8o de N-etilmaleimida: 250 mg em 10 ml de Rgua destilada.

Solugfo de benzoato de p~hidroximercirio! 720 mg em 1@ ml de
NaOH ©,1 N.

Solugfo de bacitracina: 25 X 106 Ul em 10 ml de dgua destilada.
Solugfo de dcido etilenodiaminotetracético: 74¢ mg em 10 ml de
agua destilada.

Solugio de fluoreto de p-hidroximetil: 35¢ mg em 1@ ml de eta

nol.

Solu¢gdes utilizadas para Cromatografia em Phenyl-

Sepharose CL—-4B:

Tampio acetato de amdneo 50 mM, pH 8,5: Ja citado para extra

c8o.

Tampio acetato de amdnio 1@ mM, contendo 35X de acetonitrila,
pH 8,5:
Acetato de aminiOe.eesnansnnnnna==9,774 g.
AcetonitrilaceeanneensnnnssannnnnnaadB@ ml
AZIdR 900 iCRuuunnnnnasunnsnnnanas@.065 g
Agua dest ilada qSP.ecenensssnnnanaai@00 ml

0 pH foi acertado com uma soluglo de amdnia a 20% .
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Solu¢coes utilizadas para Cromatografia em DEAE-

Sepharose CL-6B:

-~ TampHo acetato de amdnio 20mM contendo 20% de acetonitrila,
pH 8,5
Acetato de amdniO.iasascsassnnsnsnsd, 54 g
Acetonitrilaseecacensnsnnanennnsnaa2@® ml
Agua destilada qSPesscesscnnanawsai@@@ ml

0 pH foi acertado com uma solucio de amdnea a 20% .

- TampRo acetato de aminio 250 mM contendo 20% de acetonitrila,
pH 8,3:
Acetato de amdniDesessseasnnsa=asi?,27 g
AcetonitrilRessssecnnnsnunnnnnsnnaa2@@® ml
Agua dest i1ada 98P .ssassnsnsnnsneni@20 ml

0 pH foi ajustado com uma soluclo de amdnea a 20X .

Solugoes utilizadas para a determinagio protéica

relo método de Lowry:

- Solugio A:
CarbOr‘atO d("-.‘ Sl:."ldiO-----..---.-------20g

NE\OH 0)1Nqsp-nuu-u-u----a---u-nniooo nll

- 8olugdo B:
Sulfato de cobre pentahidratadOeeesnswvenai@® 9

Agun destilada GSPenensswannunannasi@®@ ml
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- Solugio C:
Tartarato de POtESSiOwnevansasnnnnnnic® g

Adoua dest i12dA dSPescunsnassnnsnaai@@0 ml

~ Solu¢fo Reagente:
SOIMGCED Aucawnunsnsununonnsnunnnnnanaai@d ml
SOIUGHO Bunuwunnaunsnnnonannnsnnnnnnnunaand ml
SOTUGRD Cuuwnvwnanunnansnnnsnnnnunnnannnnal Ml

Preparada imediatamente antes do uso.

Reativo de Folin +oi diluido a 1 N antes do uso.

Solugfio utilizada para a radioiodagio e purificacio

do produto marcado:

- Tamp&o fosfato de sddio @,5M, pH 7,4:
Fostato de sddio monobasico ¢ Holu....8,97 g
Fostato de sddio dibdsico % 12 Hp0..457,97 g
Agua dest iladad Q8P euasnsnsacnnsancaneai@0@ ml
Este tamp@o foi diluido para obter o tampio fosfato de sddio
9,05M, pH 7,4. Para a purificacio em coluna de Sephadex
G-109@, foram adicionados 0,14 de Soroalbumina bovina

(SAB) & 0,02% de azida sddica.
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SolugS3o utilizada para incuba¢io do Radioimunoensaio

de hPrl e de hGH:

Tampio fostato de sddio ©,05M, pH 8,6
Fosfato de sddio dibdsico % 7 Hp0uuu.7,09 9
Fosfato de sddio monobasico ¢ Hp0....9,27 g

Agun dest i lada ASPeascancennnscasnunesti@®0¢ ml

Foram adicionados @,25% de SAB & solu¢lo antes do uso.

Solugdes utilizadas para Eletroforese em gel de

Poliacrilamida:

Solugio A (pH 8,9):
TRIG . uuunnnunnunnnsnannnnnnnnnnnnnsndd, 60 g
TEMED caeuuaannanannonnnnsnanannunnnana@a.23 ml
Acido cloridrico INueaennennnannananadB,@ ml

AgUR dest il1RdAR qSPewewsssnnnanansnnnanei@@ ml

Soluglo C:
ACK i lamida e csusununnunussnnnsnnnsnnaanced,® g
Bisacrilamidlaswwansunsssunsnsunnnns®, 74 g

A’g'ola destilada qsp.ﬂ!u-..ﬂ'u-l.----ﬁl-ioo nll

Solugio E:
Ribo'{"‘lavinaunuunn--n-----n------a-n--4;00g

Aaun dest i1ada GBPeveasnnasnnnanannseai®@ ml



Soluglo F:
CACAr OB C aannunnnunnnunnannnnannnnnssadd,O

Agua destiladla 9S8P uesssasunnnsannannnsli®@

Soluc8o para polimerizacio a 7%
SOIUGAD Anunannnusnnnunansasmannnnnnanl,®
SOIUGHD Cunnnnnnunsnnnnannnssnannnnann,®
SOlUGEO Euvwnnnnnnsnunnnnnunnunnnannanai,®

oA dest i 1adR e ennncnnannnanannnunnnnd,®
Solucfo de Azul de Bromofenol (ABF):
Azl de bromofenolerneonnannsonannnnnnn@,i

dgua destilada q8P.vecsasnsnssaannannsi@®

Tampio estoque: Tris glicina @,4M, pH 8,3:

ml

ml
ml
mi

ml

ml

Trigu-nn--un---l!nnu-u-uu---ln-lua-n-- 6’09

GliCinan.n-u.---------.---.--------.--28,8 g

daun dest i 1ada qSP.csssnsvunnsnnsnnnssa100 ml

Diluido a 1:19 antes do uso
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ITI. METODOS:

3.1. Métados de Quantificagho Protédica:

3.i.i. Método de Lowry:

Cam & finalidade de dosar as proteinas nos "pools” das di-
ferentes fases da purifica¢lo de hPrl, houve a necessidade de in-
troduzir-se wum método preciso de quantificacio de proteinas em
solugBo. 0 método escolhido foi © de Lowry e cols (41) | As solu-
¢Hes reagentes foram usadas num volume 3 vezes maior do que o
originalmente descrito, para que se tivesse um volume adequado as

cubetas de leitura espectrofotométrica de maior caminho dptico (2

cm) .

Preparo da Curva de Padrio Protéico:

0 padrio protéico utilizado foi a Soroalbumina bovina, fra-
¢80 V (S8AB), SIGMA N2A4503.

Prepararam-se 3 solugdes aquosas idénticas de SAB, pesando-~
se 5 mg em balanga analitica e dissolvidos em 10 ml de dAgua des
tilada e misturadas. A partir desta, 7 diluigies foram abtidas:,
5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 n9/200 pl. Cada uma destas solucies

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

De cada amostra foram feitas varias diluigdes, tomando por
base a experiéncia adquirida, de maneira que uma ou mais dessas
diluigies pudessem ser lidas na curva padrfo. Toda solugfo cuja
concentragio proteica nfo se enquadrasse na zona de linearidade
da reta padr8o era refeita, utilizando~-se a dilui¢80 mais conve~

niente.

Protocolo de Ensaio:

Todos 08 ensaios foram realizados a temperatura ambiente e

cada ensaio seguiu o protocolo abaixo:

#4600 6aes o4an sman $004 Sime Teat Seum Ghen G4es eve 4006 SEE SENE $0E 04s Geot G40 SreN GI0 S0P P0es Bebe Sse wese tore S0P mee dore dees Teve Seme Pee 934t S6ae bude 1edn bese PG F0S0 S4se O Stse Siem Sesd $ees 1040 040 Seed Sase Biat Sesd S0AE S40d SUNH veme 4ABE Bose G004 HoNP Sret Shwe bemw Sas Peee

N do tubo Identificagf8o Sol. protédica Reagente A Reativo Fo
(ul) (ml) lin-Ciocal
teun IN (ml)

€000 4ote buse eiou S0 G0t Soen 4000 VO4 E446 Susd deda Gesy Asee bees S000 S00e S04 St SO0 Seva iae G40t Sees Gase Baed SH6H S0S SUst SUSE Bees Tes 44U SP SMID GO BMes Hre S4B G000 S0V SN $000 FAUS GOL Guet Seme Seté semt SEOR SHOS FERS SIS FIGe 004 Gese 444 Sem Bace Beee bene S0eY ees Gmek 4b0e

i Controle * 3 @,3
2 Padrio 9 pg 200 3 0,3
3 Padrio 10 ug 200 3 @,3
4 Padrio 20 ug 200 3 ?,3
S Padr&o 30 pg 200 3 .3
6 Padrio 4@ ug 200 3 @,3
7 Padriio 50 ug 200 3 ¢,3
8 Padrio 40 JE:] 209 3 9,3
9 Solugio desc. 200 3 9,3

@e Suse bean Bees Shee Mese Seae SESE PIES 4000 Seet SeLL M0ew Gaee hes Serw Sese bess PeAb 0es 608 4eut Sese becs Pere bere Sese sese Biss Bss $IMH Pred Teey Seee Sies Siba S04t 4044 Sreb TEUE TEve SFed A4S S44s Sost deer Save vevs SRS S0 B4 Base bies Wea FEME Geas Mab Ceie bess Sase Seee ree e e Paee

* = 200 ul de dgua destilada.

Cada ponto foi feito em triplicata. 0 controle serviu para
calibrar o ponto zero da leitura espectrofotométrica.
A adigio do reagente A foi seguida de homogenizaglio em agi-

tador tipo "Vortex® e o tempo de reagfo foi de 30 minutos



A leitura espectrofotométrica foi sempre realizada dentro
de duas horas no maximo apds a adi¢io do Wdlitimo reativo. Os pari-
metros fixos de leitura foram:
~Cubetas de quartzo com caminho dptico de 2 cm,
~Leitura da absorb&ncia em comprimento de 750 nm,
~Fenda @,1.

Para a analise dos resultados, foi estabelecida uma curva
padrio cauculando-se uma reta por regress8o linear pelo método
dos minimos quadrados.Como varidvel independente (X)), considera-
ram-se o0 valores de quantidade de proteina € como varidavel de-
pendente (Y), as respectivas médias das trés leituras espectroto
tométricas. 0Os valores obtidos foram multiplicados pelos valores

de diluigB80 utilizada.

3.1.2. Método baseado na A 28¢ nm:

Admit iu-se um valor de A?Lm = 9,5 em 280 nm (Z2), lido em
espectrofotometro Carl Zeiss PMQII, com cubetas de quartzo de |
cm. Este tipo de determinaglo protéica foi utilizada para obter
valores aproximativos nas fragdes eluidas dos cromatogramas em

Phenyl~Sepharose CL-4B e DEAE~Sepharose ClL.-46B.

3.2. Técnica de Marcac¢cilo:

A radioiodacio, isto €, a ligaclo covalente de 1237 oy 1311
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a um radical de tirosina de cadeia polipeptidica é uma maneira de
marcar proteinas para que possam ser usadas como tragadores em um

sistema de radioimunoensaio.

Tendo em vista que a hPrl é um horménio reconhecidamente
1abil, procuramos analisar trés condi¢ies de marcacio a fim de
obtermos um bom tragador.

As marcag¢aes foram realizadas em capela, devido & volatili-

AL . e .
dade do 12971, aAs reacoes foram realizadas em tubos de ensaio (12

~

< 79 mm) de fundo cdfnico, sob agitacio moderada e continua com o
auxilio de um microim8 e sobre agitador magnético. A quantidade
de I variou de acordo com a atividade especitica de cada par~

tida, sendo utilizados aproximadamente 800 uCi de 12371,

3.2.1. Marcac3o pelo Metodo Classico da Cloramina T:

0 método cldssico de marcacgfo, de Hunter & Greenwood ¢29)
utiliza quantidades fixas de agente oxidante fcloramina T) e de
um agente redutor relativamente forte (metabissulfito de sddio).
No presente trabalho, utilizamos metade das gquantidades de clora-
mina T € de Metabissulfito de sddio que as descritas por Hunter &
Greenwood.

A 40 ul de tampBo fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,4 foram
adicionados 9 ug de hPrl NIADDK para marcagfo (em 1@ pl de tampio
fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,4) e 800 uCi de 1291, A seguir,
adicionaram-se 23 jpg de cloramina T em 10 ul do mesmo tampio e,
apds 30 segundos, 100 ug de metabissulfito de sadio em 20 ul  do

mesmo  tampAo. Foram adicionados, logo apds, 200 ug de iodeto de
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potassio em 200 pl e § mg de azul dextrano em 1 ml de tampRo fos

fato de sddio @,05 M, pH 7,4 contendo 0,1% de SaB.

d3.2.2. Marcacglo pelo método estequiométrico da clo-

ramina T, modificado:

Adotamos especialmente o método de Roth (66), con algumas mo-
diticag¢des introduzidas em nosso laboratdrio (7). Por este méto-
do, a cloramina T € adicionada em quantidades limitadas, adicio~
nando~se pequenas quantidades por vez, sendo o grau de iodaglo
medido pela precipitacio com TCA a 20% . Para cessar a reacio &
suficiente diluir a soluglo de marcacio com tampf8o contendo ©,4i%
de SAB, que funciona como redutor mais suave que o metabissulfito
de sddio.

A 490 1l de tampRo fosfato de sadio @,%5 M, pH 7,4 foram adi-
cionados 800 uCi de 1291 ¢ g ug de hPrl NIADDK para marcagio (em
ie pul de tampio fostato de sddio 0,05 M, pH 7,4). Foram usadas
aliquotas para controle do teste de precipitacio pelo TCA ¢ a se-
guir foram adicionados 4,5 pug de cloramina T (em 5 pul do tampio
fosfato de sddio @,05 M, pH 7,4). Esperamos 2 minutos € a seguir,
fizemos a prova de precipitacio pelo TCA. Quando a porcentagem de
incorporagio de 1291 ao hormfnio medida pelo teste de precipita-
c3o pelo TCA, se encontrava por abaixo de 40X, adicionamos o do-
bro da quantidade de cloramina T colocada da Wdltima vez até atin-
gir um nivel satisfatdrio de incorporacio medido pelo teste do

TCA. A reagio foi encerrada, adicionando-se 20¢ g de iodeto de
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potiassio em 200 Hl de tampfo fostato de sddio 6,05 M, pH 7,4,
contendo @,47Z de SAB e 1 mg de azul dextrano em 1 ml do mesmo

tampio.

3.2.3. MarcacSo pelo Método da Lactoperoxidase:

Este é¢ um método de marcacio mais suave, no qual utiliza~se
uma  enzima como agente oxidante e H202 como catalizador; a rea-
¢80 é encerrada diluindo~se o produto da marcacio (19

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

A S5 ug de hPrl NIADDK para marcac@o (em 10 pl de tampdo
fosfato de addio @,05 M, pH 7,4), adicionamos 800 uCi de ie3y.
Desta solugio foram utilizadas aliquotas para o controle da por-
centagem de incorporacio de 1291 pelo teste do TCA a 20%Z . Foram
entio adicionados 10 ug de lactoperoxidase (em 16 pul  do mesmo
tamp@o) e 0,03 pg de Halon (em 2 pul do mesmo tampHod. Da mistura
de marcacBo foram pegas aligquotas para o teste de precipitacio
pelo TCA. Conforme o resultado obtido no teste do TCA a 20%Z, ou
seja, a porcentagem de incorporagio de 1291 ao hormdnio, foranm
adicionados mais Halz (0,03 pg) e novamente realizado o teste do
TCA. Quando a porcentagem de incorporacio de 1297 a0 horminio se
apresentou satisfatdria (por volta de 40%), foram adicionados 200
Hg de iaodeto de potdssio em 200 pl de tampBo fosfato de siddio,
©,05 M, contendo 0,1i% de SAB, em pH 7,4 @ mais 1 mg de azul dex-

trano em um ml do mesmo tampZo.
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3.2.4. Teste de Precipitagio pelo TCA a 20% :

Por meio deste teste podemos fazer uma avaliagdo da porcen-
tagem de 1291 que foi incorporado ao hormfnio durante a marcacio.

Foram pegas aliquotas com capilares de vidro cujas pontas
em Fforma de bulbo foram mergulhados'na mistura de marcacio antes
(contrale) e apds a adicHo do agente oxidante. Cada capilar Foi
entdo mergulhado em um tubo contendo 200 M1 de tampdo fosfato de
siddio 0,05 M e @,1% de SAB, pH 7,4. Aos tubos se adicionaram 800
ul de TCA a 20%Z . Depois de agitados, os tubos foram centrifuga-
dos a 2000 rpm por & minutos. Separou-se o sobrenadante do preci-
pitado e as duas frac¢des foram contadas em contador gama. As

amostras e também o controle foram feitos em duplicata.

cantagens do precipitado ¢ 100

% de Incorporagio de 1291 = —
cont. do precipitado+cont. do sobren.

. e [~
Quando a porcentagem de incorporacgao de 1297 pelo teste do

TCA chegou a aproximadamente 49%, +foi interrompida a reaglo.

3.2.5. Puriticagcio da hPrl1 Marcada:

A hPrl radioiodada foi purificada por cromatogratia de eux—
clusfio molecular em gel de Sephader 6-100 médio. Para montar a
coluna de 2,3 % 43 cm, 0 pd seco foi previamente intumescido com
tampio fostato de sddio 0,05 M, pH 7,4 por 24 horas e lavado vé-
riag vezes com o mesmo tampio. A coluna foi preenchida com a re-

sina e lavada 3 vezes o seuw volume com tampio fosfato de sodio



0,035M, contendo @,1X de SAB e 0,02% de azida sddica. Apds aplica-
¢80 da mistura de reaglo & coluna, a elui¢lo foi realizada com o
mesmo tamp3c de lavagem da coluna e aplicado um fluxo de 12 wml/
hora. Coletamos 140 fragres de 2 ml cada uma. De cada fragfo foi
retirada uma aliquota de 20 41, colocada em um cone de papel alu-
minio e contadas em contador gama (Nuclear Chicago). A partir dos
dados obtidos, foi feito um cromatograma da purificaclo em cpm
n® da fragfo de eluicfo. Das fragies correspondentes ao pico da
hPrl marcada, reconhecidas pelo seu coeficiente de distribui¢lo
(Kd) caracteristico, foi feito um "pool” aliquotado em volumes de

até 2,5 ml e congelado a ~-20%C.

3.2.6. Calculo da Recuperagio:

Da mistura de marcac8o foram retiradas trés aliquotas de 20
M1 e adicionadas = trés tubos de ensaio (tubos 1,2 € 3), contendo
98¢ ul do tamp8o utilizado para lavar a coluna (Item 3.2.3.). De
cada um dos tubinhos retiramos 20 pl 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 recuperacio & obtida por:

T
R = —# 100
A

onde .
A = atividade total aplicada & coluna,
T = atividade total recuperada nas fracies.
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Calcula-se A utilizando a Fdrmula seguinte:

o
[N
S
S
S
<
@
43]
i
S
f
S

]
[
®

3
S
P
S

onde !
8 = valor médio (cpm) das aliquotas de 20 Bl retiradas dos tu
bos {,2 ¢ 3,
V = volume da mistura de reaglo,

1000 = volume em ul dos tubos 1, 2 e 3,

20 = volume retirado da mistura de marcacio & também volume das
aliquotas dos tubos 1, 2 & 3,
X = goma da radioatividade (em cpm) perdidas nas ponteiras e tu

bo clnico utilizados para marca¢io.

Calcula«~se T pela fdrmula:

Y = radioatividade (em cpm) presente em 20 nul de cada fracgHo de
eluato da coluna, descontada a radiacio de fundo,

n = namero de fraghes,

f = fator de diluiglo, dado pela relaglo volume da fra¢lio/volu

me da aliquota.
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3.2.7. Calculo do Rendimento da Marca¢3So:

A partir do perfil cromatogrdfico obtido na Fig. 6, foi le-
vado em consideragio para os cdlculos do rendimento da marcagio,
a radioatividade total do pico de 1291-hpr1.

A porcentagem do rendimento de marcacfo %H* é dada por:

3*

yH¥ = — X 100
T

onde :

H¥ = Horménio radioiodado

3.2.8. Calculo do Coeficiente de Distribuigio (Kd):

0 calculo do coeficiente de distribuicio (Kd) & dado pela

equagio:

Ve = volume de eluicio do pico a ser examinado,

Vg = volume de exclusBo molecular, medido pelo volume de elui
¢80 do azul dextrano,

V¢ = volume total da fase liaquida da coluna, nedido pelo volunme

de elniclo do 297,



3.3. Radioimunoensaio da Prolactina e do Hormdnio de

Crescimento com reagéntes NIADDK e seu Controle de

Qual idade:

3.3.1. Radioimunoensaio de hPril:

Selecdo das Condigdes para o Ensaio de hPrl:

A quantidade de hPrl, assim como a de hGH nos extratos hi-
pofisdrios ¢é relativamente grande se comparadas com as quantida-
des normalmente dosadas em soro e plasma. Assim sendo,'montou—se
uma técnica de RIE de hPrl de modo a obtermos maior precisfo, em
aacrificio da sensibilidade. Desse modo, evitaram-se diluigdes
excessivas das amostras, fator que acarretaria maiores ervros na
estimativa de concentragcio final do hormfnio. A técnica de RIE

para o hGH jd existia no laboratdrio do IPEN (5% ¢ nS%o foi modi-

ficada.

Fizemos testes com diferentes tampiies para estabelecermos

as condigdes para o ensaio de hPrl:

Tampies de ensaio!

a. Tampfo tosfato de sddio @,04 M, + @,25% S4B, pH 7,4

c. Tamp8o fostato de sddio 0,01 M, +

@

b. Tamp8o fosfato de sddio 0,05 M, + @,25% SAB, pH 7,4
©,25% SAB, pH 8,4
@

d. Tamp3o fosfato de sddio 0,05 M, + 25% SaB, pH B,6
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0 protocolo de ensaio foi o seguinte:
Anostras Tamp8o de ensaio aAnt i—-soro hPr1¥*

(20000 cpm)
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Incubacio por 24 horas a 4%C.

0 neétodo de separacio das fragoes livie € ligada foi o que
utiliza PEG 6000, para precipitacio da fragio ligada 8. Fizemos

a separacio em diferentes concentragies de PEG 6000

Soluglfies de PEG:

a. PEG a 17% em tamp8o fosfato de sddio @,04 M, pH 7,4
b. PEG a 25% em tampio fosfato de sddio ¢,04 M, pH 7,4
c. PEG a 17%Z em tampBo fosfato de sddio 0,04 M, pH 8,6

d. PEG a 25% em tampRo fosfato de sddio 0,04 M, pH 8,6

0 protocolo de separagio utilizado foi o seguinte:
SolucHo de incubacio: 200 ul
Soro humano normal: 3¢ ul
Solucio de PEG: 50@ nl
0s tubos foram agitados em "wvirtex” e centrifugados a 4000

rem por 20 minutos a 42C. As amostras toram dosadas em duplicata.
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incubag3o utilizado para o RIE de hPril:

0 protocolo de incuba¢lo utilizado para as determinagres de

hPrl foi o seguinte:
TampHo de amostra Pr1%¥ Ant i-soro na
ensaio (hPrl1 fria) (50000cpm) diluigdo
adequada
i .NSB 450 nl - 90 ul -
2.80 30 ul - 90 pl 400 ul
3.Padries - 50 pl 50 pl 400 1l
4. Amostras - 90 pl 59 pl 400 1l
5.Controles - 50 pl 90 pl 400 pl
Cada tubo foi feito em duplicata.
As incubagtes foram efetuadas a 42C por 24 horas.
Para = separacBo das fracdes livre e ligada foram utiliza-~
dos 200 ul de cada tubo, sendo adicionados 30 pl de soro humano
normal e 50@ pul de PEG. Os tubos foram agitados em vortex e cen-

trifugados & temperatura de 4%C em 400¢ rpm por 20 minutos. 0 so~

brenadante foi

aspirado & do precipitado foi medida a radioativi-

dade em contador de radiagio gama. Cada separa¢fo foi feita em

duplicata, sendo  que cada amostra foi dosada em quadruplicata

(duplicata de incubagfo e duplicata de separacio).



A Figura 2 apresenta um exemplo tipico de curva padrioc de

radigimunoensaio de hPrl.

3.3.2. Determinagio da otima Diluigio do Anti-soro:

A dtima diluiglBo do anti-soro a ser empregada no ensaio foi
determinada para cada tragador. Para este +im, incubaram-se du-
rante 24 horas a 42C, 100 pul de tamp8o de ensaio, 109 pl da 1257.
hPr1l contendo aproximadamente 20000cpm e 800 pl de anti-soro
nas seguintes diluigies: 1:20000, 1:40000, 1:80000, 1:160000,
1:320000, 1:640000, 1:1280000 ¢ 1:2560000. Foram também incubados
dois tubos com auséncia de anticorpo com o intuito de determinar
a ligagRo inespecifica do ensaio. D5 ensaios foram realizados em
quadruplicata (duplicata de incubagio e duplicata de separagio)d.

0 métado de separaclo utilizado +oi o mesmo descrito no Item

3-3-1' L]

3.3.3. Preparo das Solu¢gioes utilizadas nas Curvas

Padr3o:

A cada frasco de hPrl padrio contendo 1@ ug de hPrl, foi
adicionado 4 ml de agua destilada, obtendo-se assim uma concen-
trag8o final de 10000 ng/100@ pl. Esta soluglo foi separada em
aliquotas de 100 pl ¢ a partir delas, foram preparadas as curvas

padrio com as seguintes concentragies: 400, 200, 100, 5@ e 23 ng
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Diluig30 do anti-soro: 1:199,489.



de hPril/ml.

Em um frasco de padri3o de hGH adicionou-se 1 ml de dgua des-
tilada, obtendo-se uma solu¢8o com 10000 ng hGH/1000u1. Esta so-
Tugio foi separada em aliquotas de 9@ pl e a partir destas ali-

quotas, preparou-se a curva padr'i{o com as seguintes concentra-

5

ches: 200, 100, Se, 25, 12,5, 46,25 e 3,12% ng hGH/ml.
A curva padr8o foi tracgada em grafico semi~log (log das
concentracioes dos padries x B/Bo ¢ 1i00). As amostras desconhegi-

das foram lidas na curva padr83c por interpolagio gratica.

3.3.4. Controle de Qualidade do Radioimunoensaio de

Prolactina:

0Ds paramnetros avaliados do RIE de prolactina foram a sen
sihbilidade, a reprodutibilidade (interensaio e intra-ensaio) e a

exat idio.

3.3.4.14. Sensibilidade:

A dose minima detectdvel, que & definida como a menor quan-—
tidade significativamente diferente do ponto de dose zero, ao ni-

vel de confianga de P=0,05, foi calculada segundo a defini¢lo de

Rodbard (61,62) para 15 ensaios.

3.3.4.2. Reprodutibilidade intra-ensaio e interen-

saio:



A reprodutibilidade interensaio foi avaliada pela dosagem
de amostras controle de qualidade contendo valores de hPrl que
apresentavam aproximadamente 89, 69 ¢ 20%Z da ligac8o mdxima obti-
da nos respectivos ensaios, ja descontadas as ligagdes inespeci-—
tficas. Estas determinagies foram realizadas em quadruplicata em
15 ensaios diferentes com trés diferentes tragadores.

Foram também calculados os valaores de ED20, EDSQ e EDS8O de
1% ensaios distintos. 0 valor médio para cada nivel bem como seu
desvio padrio foi calculado, permitindo a determina¢8o do coefi-
ciente de variagio.

A precisfo intra-ensaio foi avaliada pela dispersio dos re-
sultados encontrados nas quadruplicatas dos pontos utilizados na
curva padr8o (pertil de precis8o) através do programa RIAKALK
(62)  adaptado ao microcomputador PC ITAUTEC, presente no labora-

tdrio do IPEN.

3.3.4.3. Exatidi3o

A exatidio do RIE de hPrl foi verificada pela andalise da
recuperacio do método. A uma amostra de hPrl purificado no IPEN,
com teor conhecido de hPrl (22,5 ng hPri1/ml), foram adicionadas
quant idades crescentes de hormdénio padrio (42,5, 5@ e 160¢ ng/ml).
Estas amostras tiveram seu teor de hPrl estimado em decuplicata.

A recuperacio das diferentes amostras foi determinada pela
diferenga entre o valor médio determinado a partir da curva pa-~

drio € o valor tedrico. Calculou-se também a recuperagdo porcen-
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tual média para cada amostra e seu desvio-padrio. Determinou-se o
coeficiente de correlacio entre os valores de hPrl adicionados e

aqueles recuperados, examinando-se sua signiticldncia.

3.3.5. Radioimunoensaio de Hormonio de Crescimento:

0 protocolo utilizado para o Radioimunoensaio do Hormdnio
de Crescimento foi o mesmo que para o Radioimunoensaio de Prolac-
tina, inclusive o tampio utilizado para o ensaio € o sistema de
separacio das fragdes livre e ligada.

A Figura 3 exibe uma curva padrio de Radioimunoensaio de
Hormdnio de Crescimento e a Figura 4, o perfil de precisio de um

radioimunoensaio de hGH.

3.4. Determinagio do conteddo de hPrl em hipdficses

humanas congeladas:

Para este estudo utilizamos 7 hipdfises, sendo que o peso
unido total foi de 2,7 g de hipidfises. Seguimnos o método descrito
no Item 3.%5., fazendo somente as extracoes em pH 4,0 ¢ 1¢,0. O
precipitado obtido apds a extracio foi homogenizado em Virtis e

dissolvido com 15 ml de NaDH iN. Logo apds foram feitas incuba
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Figura 3: Curva padrio do radioimunoensaio de hGH utilizando-se
reagentes NIADDK (anti-soro) e IPEN (tragador 2 padria)

Diluiz3o do anti-soro: 1:4989.009.
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com anti-soro NIADDK, tragador e padrio IPEN.
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¢hes de radioinunoensaio para dosagens de hPrl e de hGH e dilui-
¢ues para a determinacio proteica pelo método de Lowry dos extra-
tos obtidos.

Consideramos como sendo o conteldo de prolactina na hipafi-
se a soma das dosagens de hPrl para os cinco extratos {(dois e~
tratos em pH 4,0, dois em pH 10,@ & um extraido com NaOH iN), di-

vidido pelo nimero de hipdfises.

3.5. HomogenizagSo0 e Extraclo das Hipdfises:

Para a homogenizacio e extracfo das hipdfises, seguimos o
método de MclLean 48), que utiliza extracfes em pH 4,0 que servi-
riam para solubilizar parte do hGH, aglicoproteinas e outras pro-
teinas interferentes e em pH 10,9 para a solubilizacfo da hPrl.

1) As hipdfises foram descongeladas, lavadas com soluglo fisio
ldgica gelada & pesadas apds secagem em papel de filtro. Para ca-
da grama de hipdfises foram utilizados 6 ml de tampRo fostfocitra-
to 9,1i4M pH 4,0 e a este tampio foram adicionadas as solucdes de
bacitracina, EDTA € os inibidores enzimdticos n-~etilmaleimide e
benzoato de p~hidroximetil (iml para cada 25¢ ml de tamplo)l.

2) As hipifises ja com o tampio gelado foram colocadas em fras-—
co apropriado e homogenizadas no Virtis 45 a 45.000 rpm por um
minuto. No frasco de homogeniza¢Ho adicionaram-se iml da solu¢io
de fluoreto de p-metilsulfonil para cada 250 ml de tampio e homo~
genizados novamente na mesma rotaclo por mais 2 minutos.

3) 0 homogenato foi ent8o diluido para 4 ml por grama de hipd—



44

fises e colocado para extrair em agitador magnético por 30 minu-
tos a temperatura de 4%2C.

4) Em seguida o homogenato foi centrifugado a 18.9¢0g por 30
minutos também a 42C.

930 processo todo foi novamente repetido com o mesmo tampZo e
por dltimo mais duas vezes com o tamp8o acetato de amdnio 50 mM,
pH 10,0 com a unica diferenga aue com o tampio em pH alcalino, a
agitacio em agitador magnético foi realizada por uma hora de cada
veZ.

6108 extratos obtidos em pH dAcido foram guardados para poste-
rior purificacio de hormdnios glicoprotéicos (ILH ¢ FSH) e o0s ex-
tratos obtidos em pH alcalino foram reunidos e foram denominados
de Pi.

0s inibidores enzimaticos benzoato de p-hidroximercurio,
N-etilmaleimida, +Ffluoreto de p-metilsulfonil € o EDTA foram uti-
lizados para evitar ao maxinog a agldo proteolitica das enzimas
presentes nos extratos, por sabermos que a hPrl € um hormdnio re~
conhecidamente 1abil. 0 sulfoneto de p~metilsulfonil foi adicio~
nado ao homogenato apds prévia homogenizacio pois, segundo Mclean
(48) & 1ogo degradado no extrato e é um inibidor enzimdtico es-
sencial para a obten¢%o de hPri1 (22), A Bacitracina foi utilizada
para inibir o crescimento bacteriano.

As determinagdes de hPrl foram realizadas por radioimunoen-—
saio para os calculos de atividade especifica de hPrl presente
nos extratos em diferentes pH. Como o hGH ¢ o contaminante wmais
importante com relagHo & purificacio da hPrl, este horminio tam-

bém foi dosado por radicimunoensaio nas diferentes fases de ex~



tragio.

3.5.1i. Condigdes Alternativas de Extra¢lo:

Realizou—-se wum estudo sobre as condigoes alternativas de
extragio, desse modo tentamos obter a maior quantidade possivel
de hPrl com menor contaminagcio por hGH e outras proteinas hipofi~

SEAr i As.

JuD.i.i.Extracio adicional em pH 7,0:

Utilizamos para este estudo, 30 hipdfises. Ao método de
MclLean (48), J& descrito no item 3.5., toi adicionada uma extra-
¢80 em tampHo acetato de amdnio 50 mM, pH 7,0, apds as extracies
em pH Acido, com o intuito de solubilizar maior quantidade de hGH
¢ outras proteinas interferentes e assim obter um extrato mais
rico em hPrl. Aliquotas do extrato alcalino (pH 1¢,0) abtido nes-~
ta extracio foram utilizadas nos ftens 3.9.1.2. e 3.5.1.3. para

estudo de outras condigdes alternativas de extragHo.

3uJaliu2. Extragso por liofiliza¢io e reextra¢io:

3% ml de extrato (item 3.5.1i.1) foram liotilizados em uma
placa de petri e depois recompostos com 35 ml de tampHo fosfoci-
trato pH 4,@, homogenizados a 45.000 rpm em Virtis 43 por um mi-

nuto e depois 30 minutos em agitador magnético, sob agitaglo mo-



N
o

derada. 0 extrato foi entdo centrifugado a 18.000 g por 39 minu-
tos. Com o precipitado obtido foi repetido o procedimento de ex-
tragfo, agora em pH alcalino (10,9). De cada fase da extragio fo-
ram guardadas aliquotas para posterior determinaglo de proteinas

pelo método de Lowry e de hGH & de hPrl por radioimunoensaio.

3.5.41.-3. Extragio por precipitacio com solventes

organicos:

Foram realizadas precipitagies do extrato alcalino com 25%
e 79% de solvente orgldnico. A hPrl deveria ser precipitada com
70% de solvente orgldnico, enquanto que a precipitagio a 25% ser-
viria para precipitar outras proteinas interferentes, insoliuveis
nesta condigcio.

Aos 35 ml de extrato (item 3.5.1i.1.), adicionaram-se 3,5 ml
de Tris £ M e o pH foi ajustado para 8,5. Foram entBo adicionados
13,9 ml de etanol gelado sob agitagio e centrifugado a 17.300 g
por 45 minutos a 42C. Aos 49 ml de sobrenadante foram adicionados
77 ml de etanol gelado, sob agitagfo e novamente centrifugado a
17.30¢ g por 45 minutos a 49C. Os dois precipitados foram agita-—
dos por 43 minutos com tampio acetato de amSnio 5@ mM, pH 10,0 e
centrifugados. A0 precipitado adicionaram~se 8 ml de NalOH @,1 M,
agitados por 3@ minutos em agitador magnético & novamente centri-
fugados. NBo houve a formacio de precipitado. De cada fase de ex-
tracio foram guardadas aliquotas para posterior determinagio de

hGH, hPrl e de proteinas.
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3.6. Purifica¢glo:

3.6.4i. Cromatograftia de Interaclo Hidrofdbica em

Phenyl—-Sepharose CL-6B:

A maioria dos residuos de aminodcidos nio polares se situam
no interior da molécula das proteinas e ajudam a manter a estru-
tura tridimensional. Existem, entretanto, alguns residuos nio po-
lares que se situam na superficie das moléculas. Interagies in-
termoleculares entre estes grupos n8o-polares contribuem para as
ligagdes proteina-proteina.

Na cromatogratia de interag8o hidrofdbica, interagies seme-
lhantes ocorrem entre as proteinas a serem separadas & um  grupo
hidrofdbico ligado & matriz. A elui¢8o poderd ser realizada por
uma substdncia que diminua este tipo de interagifo (56, 717,

A hPrl por apresentar um carater hidrofdbico, se liga n8o
covalentemente & matriz da resina Phenyl-Sepharose CL-4B e & par-
cialmente purificada apds eluicio com gradiente crescente de ace~-
tonitrila (agente que reduz a polaridade) ¢ decrescente de aceta-
to de amdnio (age diminuindo a for¢a idnica ditficultando as liga-~
¢ches hidrofdbicas entre as proteinas € a resina). Escolhemos o
método de McLean e col 48) por ser o mais simples, nio0 necessi-
tando de prévia concentraclo da amostra antes de aplicacfo & co-
luna.

Hodgk inson & col (22) pizeram um estudo com a finalidade de
otimizar as condi¢ies de aplicac®o e eluigBo da hPrl em coluna de

Phenyl-Sepharose CL-4B. Segundo os autores, a forga idnica do
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tampio para aplicag8o nfHo deve ser alta (9,01-0,1), de modo que a
hPrl, que tem alta hidrofobicidade, seja adsorvida € grande quan-
tidade de proteinas interferentes seja eluida da coluna. Segundo
Hodgkinson e col, € importante também a relagio proteinas to-
tais/adsorvente e a melhor relaglo encontrada por eles foi entre
10-100 mg de proteinas/g de Phenyl-Sepharose CL-4B. Desse modo,
gseria 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 purificacies em Phenyl-Sepharose
CL-6B. @& solugdo P41 obtida no item 3.5. foi levada a pH 8,5 com
dacido cloridrico concentrado. Desta soluglo foi medida a conduti-
vidade e diluida com agua destilada e desionizada gelada até se
igualar a condutividade do tampio acetato de amdnio 50 mM

A coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B foi previamente montada
e o seu volume dependeu do nimero de hipdfises utilizado na e~
tracio. A coluna foi preequilibrada com tamp8o acetato de amdnio
50 oM, pH 8,5. Foi aplicada a solu¢io Pi (aproximadamente 37 mg
de proteina extrairda para cada ml de resina) logo apds a sua ob-
tencio por extragio. Apds aplicagHo da amostra, a coluna +oi la-
vada com o tamp8o acetato de aminio 50 mM, ph 8,5 até que a ab-
sorbancia das fracdes coletadas, medida em espectrotfotimetro a
280 nm ndo ultrapassasse @,05¢. 0 seguinte gradiente linear foi
ent30o aplicado: acetonitrila de 0 a 35% e acetato de amdnio de 50
a 10 mM.

Tamp80 inicial: acetato de amdneo 50 mM, pH 8,5
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acetato de amdnio 190 mM contendo 35% de acetonitri-

do gradiente variou de 30 a 4@ vezes o volu-

processo fai realizado a 4%C. Foram colhidas

do volume do gradiente e de cada fragio foi

a 2890 nm com relagio ao controle de tampio

nM. De cada fragio foi retirada uma aliguota

tampio de ensaio para posterior dosagem por

hPrl e de hGH As fragdes foram congeladas ¢

quatro, de trés em trés

dependendo da posicB0 do gradiente.

escolhemos as fragdes que

imunoldgica de hPrl e que nio apresenta-
As Ffracdes correspondentes foram

feito um “pool”. Estes "pools® Foram

PR-2 e PR-3, respectivamente da 1%, 2% e 3%

Phenyl-Sepharose Cl.—48B.

Cromatografia de Troca Idnica em DEAE-Sepha

(48) 1ilt imo

para alcangar o
da hPrl.
iSnica & obtida pela

de substldncias & matriz insolivel carregada.

As substdncias com diterentes cargas devem ser separadas pois s’o



eluidas em diferentes fases quando € aplicado um gradiente com
elevag8o de forga idnica que diminui a adsor¢fo das proteinas a
matriz.

. (22) . . .

Segundo Hodgkinson e col ;, a acetonitrila adicionada ao
tampRo aquoso serviria para minimizar as interagdes n8o idnicas
entre a hPrl e a matriz, o que melhora o rendimento da hPrl na
purificagio.

Foram realizadas duas puritficagies por cromatografia de

e

troca idnica wutilizando os “pools” P2-4i, P2-2 e P2-3 (Item
3.4.4). A resina DEAE~Sepharose CL-4B foi lavada com tampio con-
tendo excesso de acetato de amdnio (iM) , que Foi utilizado para
trocar o fon da resina de cloreto para acetato. A resina foi la-
vada varias vezes com tampio acetato de amdnio 20 mM, pH 8,5 e
montada na coluna adequada. 0 volume da coluna dependeu do niumero
de hipdfises utilizado. Apds a montagem da coluna, a mesma foi
lavada duas a trés veres o sed volume com tamplRo acetato de amd-
nio 29 mM contendo 20% de acetonitrila, pH 8,5. Utilizou~se uma
relaglo de aproximadamente 1,2 mg de proteina aplicada para cada
ml de resina.

Apds =a aplicaclo do "pool” P2, a coluna foi lavada com o
tamp80o acetato de amdnio 20 mM contendo 20% de acetonitrila, em
pH 8,5 até que a absorbincia medida em espectrofotdmetro a 280 nm
nfo excedesse @,050. Aplicou~-se o seguinte gradiente linear:
acetato de amdnio de 20 a 250 M sempre contendo 204 de acetoni-
trila e em pH 8,5. 0 fluxo aplicado foi de 13 ml/hora nas duas
puriticacies nesta resina € o volume de gradiente foi de 13 vezes

o volume da coluna na 1% purificagBo e de 20 verzes o volume da



coluna na 2% purificacio nesta resina. Todo o processo foi reali-
zado a 42C.

Foram colhidas fragies de 0,5 a 1,04 do volume do gradiente
¢ de cada fragao retirou-se uma aliquota de 5@ ul e diluiu-se a
1:20 em tamp3o de radioimunoensaio, para dosagem posterior. Rea-—
lizamos o radioimunoensaio para prolactina € para hormdnio de
crescimento de uma cada duas ou tres fracies, dependendo da posi-
¢Ro da fracHo no gradiente,as fragdes foram congeladas. A partir
dos resultados, escolhemos as fragdes adequadas com maior teor em
hPrl e menor quantidade relativa de hGH. Chamaram—-se de P3-Ai e
P3-Bi o0s "pools” obtidos na L2 purificaclo € de P3-A3, P3-B3 e
P3-C3 o0s "pools” obtidos na 22 purificacio feita em resina . de
DEAE~Sepharose CL-6B.

A Figura 9 mostra o esquema de extracio & purificaglo da

hPrl a partir de hipsfises.

3.7. Eletroforese:

3.7-.1i. Eletroforese da hPrl1 “Fria“:

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizada para
caracterizagio da hPrl produzida no IPEN ¢ comparacfo com a hPrl
do NIADDK.

A hPr1-IPEN utilizada para eletrotorese foi a P3-A3 (27 ml)

liofilizada.
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EXTRACAO E PURIFICAGCAO DA HPRL

HIPOFISES

Homogenizadas em tamp3o fosfocitrato 9,14 M, pH 4,0
com inibidores gnzimaticos e bacitracina

R

Sobrenadante 1{(81) Residua
Reextrarido em pH 4

Hormoénios glicoproteicos Residuo extraido em tampifo
acetato de ambdnio 0,95 M,
pH 49 + inibidores enzim.

|
{ y

r—PFProlactina solubilizada Residuo re—-gxtraido em pHLi®

}

v

L——Prolactina solubilizada Residuo descartado

Pool dos sobrenadantes de pH 19 aplicados 2 coluna de

' P Phenyl-Sepharose CL-4B (P4)

Prolactina eluida com gradiente linear crescente de aceto
nitrila (9-35%) e decrescente de acetato de aménio (50-
19 mM). Pico de hPrl selecionado por RIE e aplicado &
coluna de DEAE~-Sepharose CL-4B (P2).

;

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

Figura 5. Esquema de extragdo e purificagdo de hPrl a partir de

hipafises humanas congeladas
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A EGPA foi desenvolvida de acordo com o método de Da-
vis (14) . A técnica densitométrica foi realizada de acordo com o

método previamente padronizado para outras proteinas (3),

Pol imer iza¢g3oc do Gel:

Utilizaram—-se tubos de 4 ¢ 119 mm, vedando-se as extremida-
des interiores com uma membrana adesiva tipo "Parafilm’.

A solucgfo de polimerizacio (gel a 7%Z) 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 & permitir bandas regulares
de separacglo, foram cuidadosamente colocados sobre a superficie
da solucRo 4100 ul de dgua destilada a fim de evitar formagio de
nenisco na extremidade superior.

Obteve~se a polimerizaclo do gel deixando-se os cilindros
em um suporte que os mantinha em posi¢clo vertical, a cerca de 7
cm de uma l3mpada fluorescente durante 45 minutos & temperatura

de 42C. Retirou-se a agua com ajuda de um papel absorvente.
Aplicaclo da Amostra e Eletroforese:
8 corrida eletroforética do hormSnio frio foi acompanhada

por 3 controles:

A. Un "controle”,sendo aplicados 250 j1 de Agua destilada.



B. Um gel de referéncia onde corremos 100 j19 de SAB em 25®‘p1 de
agua destilada. A SAB quando analisada em EGPA apresenta trés
bandas distintas, correspondentes as formas monomérica (banda
maior), dimérica e trimérica. Como referéncia qualitativa para o
bom desempenho da corrida eletroforética, adotou-se a banda mono-
mérica, indicadora das condigies eletroforéticas

C. Um padrdo de hPrl (NIADDK) com 25 Hg de hPr1/2%5¢ pl de aAgua
destilada.

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

A cada gel foram adicionados 50 pl da soluglo F (sacarose a
40%) e 10 pul do corante tracador ABF. Foram retirados os "Para-~
film" dos tubos os mesmos foram colocados em cuba eletroforética
onde foi adicionado tamplo de corrida.

A corrida eletroforética efetuou-se em corrente anddica de
2 mA/gel e 200V a 420, interrompida quando o corante tracador se
encontrava a cerca de 1 ocm da extremidade inferior do tubo.

O0s géis foram removidos com inje¢Ro continua de dgua com
ajuda de uma seringa plastica com agulha de agco inoxidavel, de
modo a desprender toda a superficie do gel do tubo de vidro. Sub-
sequentemente os geis foram lidos diretamente no densitdmetro em
regifio de luz ultravioleta (feixe de luz no intervalo 220-319 nm)
com a velocidade do registrador estabelecida em 0,5 mm/s € 2,5 nV
de amplificacio, sendo a velocidade do gel frente ao feixe de lusz
de 25 mm/ninuto.

Obt ivemos assim o pertil de absorvincia em relagfo ao com-

primento do gel a partir do qual calculamos os valores de migra-
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cao relativa (Rm). 0O "controle” por sua vez definiu a linha base
do pertil de absorvancia obtido, constituindo-se o controle da
qualidade de polimerizacio e da presenca de reagentes e artefatos

indesejaveis.

3.7.2. Eletroforese da 1291_hpr1:

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

0 procedimento para polimerizacio do gel e eletroforese foi
o mesmo que o utilizado para as amostras nio radioativas. Apids a
corrida, os geis foram retirados & cortados em fragmentos de 3 mm
com ajuda de um “gel-slicer”. Cada segmento foi envolto em papel
aluminio e contado em contador gama para a determinagfo da ra
dioatividade. 0s perfis eletroforéticos foram tracados em cpm
N2 do fragmento. A taxa de migracio (Rm) foi calculada em relagHo

A migragio do corante tragador ABF de acordo com a relagio:

migracio banda em exame

R n‘ = . ”e
migragao ABF

3.8. Preparagio de Padrdes de hPrl1—-IPEN:

Os padries de hPrl por nds purificada, foram preparados com
o intuito de serem comparados a um padrfio controle € analisados

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

Foram preparados 2 padrdes:

i. A partir do "pool” P3-A3 (item 3.46.2.): Padrio PP3-A3:

i8 ml do “pool” + 14 mg SAB RIA grade + &% mg lactose.

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

6 ml do "pool” + 7,2 mg SAB RIA arade + 36 mg lactose.

Foram colocados em cada ampola 50@ e 300 ul respectivamente
das solugdes P3-A3 e P3~-B3, congeladas e liofilizadas durante 48
horas. As ampolas foram deixadas por 24 horas em dessecador con-
tendo placas de petri com pentdxido de ditdsforo e fechadas em

seguida.

3.9. Teste de paralelismo entre os Padrdes de hPril

IPEN e NIADDK

0 teste de parlalelismo utilizado para a comparacio entre as
preparaciies de hPr1 IPEN ¢ o NIADDK RP~i foi o de Rodbard (627,
que aplica um teste t de Student em uma regressio linear entre o
logaritmo do volume de amostra desconhecida colocada nos tubos x
logar itmo da concentracio determinada, lida na reta padrio de re-
feréncia. 5& a pendéncia da reta for estatisticamente igual a um,

o paralelismo entre as curvas sera confirmado.
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Para realizarmos o teste de paralelismo entre os padrodes,
faram comparados no intra-ensaio ? ampolas de padrio PP3~-A3 em
quatro a cinco diluwigles ditferentes e uma curva do padrio NIADDK

hPrl RP~4. No mesmo teste foi também calculada a poténcia relati-

va do padrZo PP3-A3. Um teste andlogo foi realizado com § ampolas

de P3-B3.
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IV. RESULTADOS:

4.4i. Marcag30 e PurificacSo da 125I-hPr1:

0s valores de atividade especifica, recuperaglo, rendimento
e coeficiente de distribuicio obtidos nas 14 marcagies, assim co-
mo  as respectivas média, desvio-padrfo e coeficiente de variacio
para cada método de marcacio acham-se representados na Tabela 1.
Podemos verificar que as marcacoes realizadas pelo método cldssi-
co da cloramina T apresentam, de modo geral, atividades especifi-
cas e rendimentos maiores que nos outros dois métodos de marca-
cAo. Por isto, este foi o método escolhido para as marcagoes pos-
teriores.

A recuperacio foi geralmente total em todas as purifica
ches. A dnica marcacio que foi feita utilizando-se a lactoperoxi-
dase e que teve ligac3o ao anticorpo apresentou o titulo maior,
fato que mereceria maiores estudos.

Os coeticientes de distribuigio da 12971-hPr1 foram calcula-
dos em todas as marcacdes em que houve radioiodacio significativa
da hPril.

A Figura 6 apresenta um cromatograma tipico de puriticagio

da 1291-hpPr1 em coluna de Sephadey G-100.

4.2. Escolha das melhores condigoes para o Radioimu—

noensaio de hPri:

Na Tabela 2 encontram—se os valores de ligagio sspeci
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Tabela § - Marcacﬂgs realizadas pelo método estequiométrico de
Roth, metgdo da lactoperoxidase (LP) ¢ método clidssico
da cloramina T. (CT) & puritficadas em Sephader G-100.
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Marcacio Método Atividade Rendimento Recuperacio Kd Titulo

(NS especifica (%) (%) do AS
(pCi/ug)
i Roth 19,9 ?.2 - 0,510 -
2. Roth - - 116,3 - -
3. Roth 31,8 23,0 99,3 9,490 1:300000
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X+DP 21,3+44,8 16,429,8 107,9+11,9 0,500+0.014

C.v 34,9% 60, 6% 1i,0% 2,8%

4, P 9,8 i1,8 122,3 ®,377 -

5. P 11,6 7,4 95,8 0,491 1:950000
6- LP 5'5 2)6 93;9 0}400 -
X+DP 9,0+3,1 7,i+4,4 104,04+15,9 0,423+0,060

C.V. 34,9% . &4, 2% 15, 3% 14,3%

7. C.T. 25,2 22,9 97,0 2,382 1:350000
8. C.T. 47,0 37,9 97,6 2,398 1:550000
9. CuT. 44,64 33,0 96,14 2,403 1:375000
10. C.T. 26,6 16,3 88,8 0,508 1:425000
£4. C.T. 25,7 27,14 94,3 0,474 1:375000
i2. C.T. 44,5 33,6 98,0 0,483 1:225000
i3. C.T. 3¢,8 44,9 97,0 ®,473 -

14. C.T. 49,8 29,4 99, 1 90,529 1:300000
X+DP 35,7+9,5 30,3+8,2 96,0+3,2 0,456+0,055 *
C.V. 26,5% 27, 4% 3,3% 12, 0%
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%#:X=4:371000+1:101000
C.V.=27,3%
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fica e de ligagHo inespecifica de cada condi¢cio de ensaio reali-

zado.

Escolhemos para os nossos proxinos ensaios, a condigio que
apresentod  menor valor de ligagRo inespecitica, ainda mantendo
uma ligaglo especifica aceitdvel:

TampHo de ensaio: Tampio fosfato de sddio 0.905 M + 0,25% de SAB,

em pH 8,4.

Solucio de PEG: PEG a £7% em tampio fosfato de sddio ©,04 M, em
pH 8,6.

Separagio B/F: 200 ul da soluclo de incuba¢lo, 30 ul de so-
o humano normal e 500 ul de PEG a 17%. Centrifugacio a 49060 por

20 minutos.

4.3. Determinacio da Stima diluigl3o do anti-soro:

Na Figura 7, pode-se observar a curva de porcentagem de 1i~
gacdo » log da diluicRo do anti-soro determinada para um tracador
radioiodado no IPEN. A diluici0o do anti-soro escolhida foi de
1:80.000, aque nos Tornece wuma diluigio Final no ensaio de
1:100.900. Esta diluigB0 foi escolhida de modo 8 termos um +ra-
dioimunoensaio com baixa sensibilidade ¢ maior precisio em nosso
intervalo de determinagtes, Util para as dosagens de hPrl em ex~
tratos hipofisdarios, onde as quantidades do hormdnieo s@o, de modo
geral altas, se comparadas com as quantidades presentes em soro.

Denominou~se de titulo do anti~soro, a diluicio do mesmo
aue nos fornece metade do valor de ligac8o maxima obtida na curva

% de ligacg%o » log da diluigio do anti-~soro. No caso da curva
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Tampio PEG NGB Ligacio especitica
(%) (7)) (%)
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Fosfato de sddio 17 10,4 22,8
Q,91iM+0,25% SAB

pH 7,4 25 13,7 23,8
Fostato de sddio 17 2.8 20,46
0,05M+0,25% SAB

pH 7,4 23 13,3 24,2
Fostato de sddio 17 2,9 i8,0
pH 8,6 25 1,7 20,8
Fostato de sidio 17 8,4 18,8

0,05M+0, 25X SAB
pH 8,6 25 11,5 21,6
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Figura 7° Curva de otima diluig3o do anti-soro
Ant i-soro: NIAGDK

Diluic80 escolhida: 1:180.908.
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apresentada na Figura 7, o titulo do anti-soro seria de
1°425.000. Podemos também observar que para uma diluigio final do
anti-soro de £:200.000 ainda temos um valor itil de ligacio espe-
cifica (36%), compardvel Aquela declarada pelo NIADDK, o que con-
firma a qualidade dos nossos tracadores. Lembramos que este tipo
de teste nio € feito somente para a escolha da diluigHo udtil do
ant i~-soro, mas também para controlar a qualidade dos nossos hor-
minios marcados. Os valores dos titulos de anti~soro obtidos para
0o varios tragadores est3o representados na Tabhela i, assim como
a média, desvio-padrio e coeficiente de variaclio obtidos para o

mnétodo classico de marcagfo com cloramina T.

4.4, Cantrole de Qualidade do Radioimunoensaio de

hPr1:

4.4_.1. Sensibilidade:

As sensibilidades calculadas para 15 ensaios de hPrl estéo
apresentadas na Tabela 3, assim como as respectivas médias e des-—
vios-padrio. Lembramos que 06 NOSs0S ENSAios nio foram padroniza
dos com ©O objetivo de obter altas sensibilidades, sendo todo o

nosso trabalho dirigido & determinagio de hPrl em extratos.
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Tabela 3: Andlise da sensibilidade, Bo, NSB, EDpp, EDsg, EDge &

controles intra-ensaios de hPrl.

eets coue vven Seie see Geve Goen cose Pres ShS et 2004 2006 bens 42e8 Bery Seew $09E SIS0 Bers MeS Soea Sike suen Sess S4es $400 0404 S4es 40ee FOUR Sebe Gasu suse Bees 4ems BH4S S4ve 3404 Tmes Site Ses vemd H0S0 SIS USIE TONP PG PONE SO0 VOUD PRI 000 464 OROD 0400 S006 Pese SIA Feet emer Sems S04 Brm mes

NZensaio Sensib. NSB Bo EDog EDge EDge CA CH CB
(ng/ml) (X (Z) e e e G g O i
i. 6,37 7,6 22,2 275,06 72,0 18,0 215,90 44,0 18,0
2. 3,63 ie,9 16,2 243,00 67,4 24,3 205,0 37,0 14,0
3. 3,43 7,9 46,2 310,90 85,0 23,0 275,90 41,0 16,3
4. 6,895 ?,1 13,5 261,00 77,4 22,9 261,06 41,8 16,2
I 4,53 8,8 47,5 B3i4,0 73,3 17,4 3i4,0 33,3 11,4
é. 4,54 8,3 47,0 308,00 85,6 23,8 38,0 44,9 16,6
7. 2,63 65,0 99,3 243,00 62,6 16,1 245,¢ 32,9 13,7
8. 9,02 2.3 21,3 244,00 71,6 21,2 28,0 30,1 13,2
?. 3,34 ?,3 S2,4 252,00 69,1 18,9 334,0 49,7 20,2
i9. 4,35 8,6 50,2 336,0 78,3 48,3 472,090 40.9 12,9
ii. 9,97 7,6 49,5 264i,¢ 76,5 22,3 397,¢ 48,0 19,2
i2. 6,114 8,5 49,5 236,00 74,1 21,5 295,00 42,9 13,0
i3. 4,914 9,4 96,3 286,00 78,3 21,4 265,00 43,9 11,0
i4. 4,80 i1,0 46,9 3i2,0 89,7 25,8 375,0 06,9 12,14
i5. 3,90 i1,4 98,9 239,00 66,8 18,6 300,00 41,0 18,7
X+ 4,69 8,8 44,9 272,06 74,9 20,7 298,00 42,0 15,4
DP 1,22 1,3 i4,8 36,9 7.6 2,7 74,2 6,7 2,9
CViD) 19,3 33,14 i3,4 10,41 13,7 24,9 15,9 18,8
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4.4.2. Reprodutibilidade intra—-ensaio e inter-

ensaio:

Na Figura 8, apresentamos o perftil de precisio calculado
pelo programa RIAKALK para a curva padrfo de um tipico radioimu-
noensaio de hPrl. Podemos observar um coeficiente de variagiao me-
nor do aque 154 no intervalo de 12,3 a 9200 ng/ml e um CV menor do
que 10X no intervalo de 20 a 700 ng/ml.

Os valores dos controles interensaio com teores de hPrl al-
to, médio e haixo, dosados em quadruplicata estHo apresentados na
Tabela 3. Na Tabela 3 s8o0 também mostrados os valores de EDng,
EDsg e EDge em 45 ensaios diferentes, assim como os NSB e Bg para
cada ensaio. Foram calculadas também as respectivas médias,des~
vios-padrio e coeficieﬁtes de variacio. Observamos que com uma
média de ligacBo (Bo) bastante elevada (§m44,9), obt ivemos liga-
¢hes inespecifica suficientemente baixas (X= 8,8), especialmente

considerando a técnica de separacio utilizada (PEG-6000).

4.4.3. Exatidio

As recuperacies obtidas quando da adigio de quantidades
crescentes de hPrl padrio a uma solugio com teor conhecido de

hPrl estlo representados na Tahela 4.
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Figura 8: Perfil de precisdo intra-ensaio da curva-padrag de hPrl

com reagentes NIADDK,
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0 coeticiente de correlacio determinado entre as concentra~
¢oes de hPrl padrio adicionadas e aquelas de horménio recuperado
foi de 0.9989, sendo significativo para @,04i)P>0,001. A reta que

melhor se ajusta & definida pela equaglio Y=0,9303X+1i,94i3

Tabela 4: Concentra¢ies obtidas na prova de recuperacio da pro

lactina.
Prolactina adicionada Prl determinada Pr1 recuperada
(na/ml) (Qg/ml) {(ng/ml)? (porcentual)
X+DP X+DP
WW_M_*_waﬂwmwm__“wwwwwum__EZTIEET;*ﬁ*u___~,_,:_”_~~__u,*:~_m__m
12,5 39,7+3,2 18,743,2 149,5+25,8
959 75,625,5 54,6+5,5 109,2+11.,14
100 139,6+8,7 109,6+8,7 109,6%8,7
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4.5. Estudo da ReagSo Cru=zada entre os RIE de hPrl e

de hGH:

Fizemos, Jjuntamente com uma curva padrio de hPrl NIADDK, em
um  radicinunoensaio para a determinagio de hPrl, a dosagem de
amostras de hGH NIADDK para marcagio nas seguintes concentragies:
6,25, 12,3, 25, 90, 100 ¢ 200 ng hGH/ml. Desse modo, pudemos de-
terminar a porcentagem de reacldo cruzada que o hGH apresenta so-
bre o RIE de prolactina.

Do mesmo modo, fizemos determinagoes de hPrl 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 e 20 pg hPri/ml. Pu~
demos assim determinar, experimentalmente, a influéncia da pre-
senca de hPrl no RIE de hGH.

Este estudo foi realizado com a tinalidade de determinar o
quanto as dosagens de hPrl e de hGH que fizemos eram contfidveis,
visto que nos nossos extratos & mesmo durante as purificagdes, os
dois hormdnios se encontravam juntos, sendo o hGH em grandes
quant idades.

A determinacio da poténcia relativa do hGH quando determi-
nado no RIE da prolactina esta indicada na Tabela 5. Na Tabela 6
podem ser vistos os valores de poténcia relativa que a hPrl apre-
sentou no RIE de hGH.

As porcentagens de reaglo cruzada sio pequenas (da ordem de
9,1-9,5%) e niAo devem afetar as determinacies dos dois hormdnios
nos extratos de modo significativo, especialmente nas fases de

purificagdo cromatografica.

4.6. Determinagio do conteddo de hPrl em hipsfises

humanas congeladas:

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinarmos a
média de hPrl presente em uma hipdfise humana normal mantida nas
nossas condigies e dosada com o sistema de ensario por nds adota
do. Foram feitas as extracies em pH Acido e alcalino. Como pode-

mos observar na Tabela 7, o conteddo total de hPrl foi de 59,4
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Tabela 5: Determinacies de hGH em um radioimunoensaio de hPrl e

determinacio da sua poténcia relativa.

o4 3000 Sasy Sees Eves cuse ewia #4054 SR Gues S40% Base Rare FOSS S4ee GUBN Gush Sice Sens 0N Gmee S BIAY Sisb desd SoRS sese Sims ass S05a Sees Seer BAIF SH00 SNIH eus Gees maey Srve P06 Sore BUSE Suid S00d

hGH Resposta Poténcia relativa

{ng/m1) {(ng hPri/ml)

6.250 12,4 0,00498
12.500 16,9 ?,00435
25.000 24,2 0,00097
50.0009 46,6 Q,00093

102.000 99,0 Q,000%0
200.000 16@,8 9,00080

Ween PRue Seah sere S¥ee Sees v0em POES Vns tees Sear SISt Bass PHUS oes e Gees Sems sevE $000 F00n Guss Sees Sans Sevs M Bes G4SN Seve Sere S0ed Sums MY SO0 Siue sene SHee seus OIS PO Seas S0t demy Seie

X=0@,00116+0,00044
CV=38, &%

Tabela 6: Determinaches de hPrl em um radioimunoensaio de hGH e

determinacio da sua poténecia relativa.

Shos ot asms 4oee Gues pres 4IUE B Loat Gete S400 Faer $99S Gse S000 Rees dase 4vE HIOO Yoou sess €H04 texd S48 SN Bree cond Gmes S804 Sees Sese S TEUR CUN bace erv fouk $044 G4SP beer COOY veve Sues

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

2.5900 2,0 0,00346

5.000 24,7 90,0049
10.000 59,2 0, 0055
20.000 126,5 23,0063

S0us 400t savn +900 Sisp 4046 G008 AT S004 SRFO 1URS $400 SISV Luee PO aes S00s aro4 S4UE suse Sacs Seme 2000 Seas AUT 6000 SIUS Gose F000 best Spes BOPS SS0D FUNC Goes Sek ases Sesd SHE Sese HOLE sm deme

X=@,005%1+0,0044
CVU=27,4%
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Tabela 7' Média dos conteddos de hWPrl, hGH e proteinas presentes

em 7 hipdfises humanas normais, mantidas congeladas.

Extrac8o hPr1 hGH Proteinas
(ug/hip.) (Mg/hip.) (mg/hipa?

12 Extracio pH 4,0 9,30 717,74 ?.9

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

12 Extracio pH 10,9 29,04 2255, 28 11,2

2% Extragfo pH 10,0 23,80 5184,00 6,9

Extracio NaOH @, 1N 5,99 754,29 2e,8

Total 99,414 ?2@2,71 49,6

R e e T e e



ug/hipatise. Podemos também verificar que o conteudo de hGH (9,2
mag/shipotise) esta de acordo com 08 niveis mais elevados encontra-

dos na literatura (13),

4.7. Estudo de condigdes alternativas de extraglo:

4.7.1. Extragio adicional em pH 7.,0:

Podemos observar na Tabela 8 que adicionando uma extragio
neste pH houve uma maior purifticagio da hPrl, principalmente com
relag8o0 ao conteilddo de hGH, que foi parcialmente solubilizado,

sem solubilizacio importante da hPrl.

4.7 .2. Extragio por liofilizagio e reextragio:

Podemos observar na Tabela 8, que a purifticacfo de hPrl com
relaco ao hGH e &s proteinas interferentes piorou, se comparar-

mos com o extrato original.

4.7 .3. Extra¢8o com solventes organicos:

Na mesma Tabela 8, podemos verificar que, apesar de obter- .
MEs uma maior pureza de hPrl com relaglio ao hGH, a recuperacfo de
hPrl foi muito menor neste método com relacio ao conteddo de hPrl

presente no extrato inicial.
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Tabela 8: Determinagies de hPrl, hGH, proteinas totais e hGH/hPrl
obtidas por extragio com téenicas alternativas.

4005 oot 0as Suws Gue 40n Te0u sere bee ore Sems Sem veew Sein $HSH 4ors SeE Seee S006 Hees S4es RN Guet S40e TEEE bees Feet Sate $A0S S99 SETH 4TEe THR Seb Shew dees A0es S3ee 40Ne S04 S VEse Peve $0sy Semd Seme Geus Sose Bree cees bese LIS $000 S4E0 G0N Gees Seew Suss dmss E0a Sese Sems Bese Sews are

hPr1 hGH Proteinas hGH/WPrl Ativ.

= pg/hipad- (mg/hip.) esp .
(ugPrl/
mg prot)

oros 4ess G400 S40s Gese SIS S000 S40% S400 SOrD Feiw St G4ee Sers SOSE Mors M0E $00R PI44 Peet Tebd 4000 Sbes SUED Sach $ens GSed $UIe GAOP SOST S6se 400 GAC 4ESE SH00 G4s FIUS Dore S0t SasH SAMS FOSE Ne4s 4D G640 SO G4Ee Sete Sece Seas Sise BHPS 000 G440 Sees Gbee Bees Sees Seas $U0S 40N 0N Gese Seme bere

1% Extraclo em pH 4,0 2,9 Ha7,7 13,14 608,46 Q,07
2% Extracio em pH 4,0 0,6 140,141 1,5 233,5 0,409
Extrac8o em pH 7,0 0,9 328,2 0,4 364,7 1,50
1% Extrac8o em pH 10,0 86,7 5973,3 i4,4 68,9 6,02
2% Emxtracio em pH 10,¢ 15,4 433,3 2,8 28,1 5,50

9900 4900 4ot S04 4ESe 4L Se4e G40t SE0e Sews Seas Seee G404 Sabe FHEE F0NS SONS Sete Sees vbe ead 0G0 S608 Guie deed S0as H0Et G000 Sete Sees S0e S4AT HOEN SESH Siee ers DS FOUE SHIY Buee S40e SHOS S04 e SOIT SETE Bees SHH0 Grws biee Crve BAS $0% TS Seee Seee Same et Seve Feer Seee Seim auew Sews sets
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Sobrenadante en pH 4,0 3,9 09,9 i,3 257, 4 2,69
Sobrenadante em pH 10,0 27,8 3200,0 ?,9 115,14 2,92
Precipitagio com etanol

Precipitado etanol 25% 4,9 49,7 5,4 19,14 2,94
Sobrenadante etanol 70% 45,4 597, 3 é,7 3.8 2,29
Precipitado etanol 7¢X% 19,9 126,7 2,9 i2,7 5,00
Precipitado etanol 25% 2,5 2,9 19,6 i,2 %,23
+ @,4iN NaOH

Preciritado etanol 76¢% i.,4 2,4 2,0 1.7 Q,7@
+ @,1iN NaDH
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4.8. Homogenizacio e extracio das hipdfises:

Na média das trés extragies realizadas em pH 4,0, 19,6% de
hGH, 0,8% de hPrl & 44,4% de proteinas totais foram solubiliza-
das. FEstas porcentagens foram calcnladas em relacgio aos totais
solubilizados com os varios tampdes. Podemos observar na Tabela 9
os resultados das determinagies de hGH, hPrl , proteinas totais,
hGH/WPrl e atividade especitica da hPrl nas extracdes em pH 4,0.

@,7% de hPrl, 7,8% de hGH ¢ 3,3%Z de proteinas foram solubi-
lizadas na média das duas extragdes em pH 7,0. Observar, na Tabe-
la 10, os resultados das determinagdes de hGH, hPrl, proteinas
totais, hGH/hPrl e atividades especificas da hPrl nas extragdes
em pH 7,90.

Em pH 10,0, na média das 3 extracdes, foram solubilizados
98,5% de hPrl, 73,0%Z de hGH e 52,24 de proteinas. Observar na fa*
bela i1 os resultados das determinagies.

0 contelddo total de hPrl foi, na média das trés extragies,
de 89,3 % 31,4 pag/hipdfise o de hGH, foi de 8450,4 + 2352 wg/hi-
patise.

A Tabela 12 apresenta as atividades especificas (hPrl/pro~
teinas) nos trés extratos hipofisdrios obtidos nas duas extracfes

em pH alcalino.



Tabelas 9,10 ¢ 14:

A hPrl (ug/hipatise)

B: hGH (ug/hipitise)

C: Proteinas (mg/hipdfise)
D hGH/hPrl

Tabela 9: Determinagies de hPrl, hGH, proteinas e hGH/hPrl obti

das nas 3 extragies de hipdfises humanas realizadas em
PH 4,9.
1% golubilizacio pH4,@ 22 gsolubilizacio pH4,0

Mo 004 ts G0n 00e See G4V S00E Gime B00S Semn Tens FOS Geer Feis S40e Site sese

NZextragso
Nehipdtises A
utilizadas

404 chon cens Foen ouse saee o G000 Gmse $000 Seue Sens S Guen ovs Simt Beve Sve

i 0,03
79 hipa
24 0,95
30 hip.
e 0,29
45 |'\IP-
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Tabela 10 Determinagtes de hPrl, hGH, proteinas & hGH/WPrl obti
das nas duas extragies de hipdfises humanas realizadas
em pH 7,0.
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Tabela 141: Determinacgres de hPrl, hGH, proteinas e hGH/hPr1l obti
das nas 3 extracies de hipdfises humanas realizadas em
pH 10,90.
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Tabela 12: Atividades especificas (ug hPrl/mg proteinas) obtidas
nos extratos hipofisdarios em pH alcalino.
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4.9. Purificagio:

4.9.4. Cromatografia de interaglo hidrofdbica em

Phenyl—-Sepharose ClL—4B:

A Figura 9 exibe o perfil cromatografico de uma tipica cro-
matogratia de extrato hipotisdario em coluna de Phenyl-Sepharose
CL.-4B. Podemos observar, pelo cromatograma, que parte do hGH foi
eluido da coluna durante a aplicagio da amostra e lavagem da co-
luna e parte foi eluido apds o pico de hPrl. A segunda forma pode
ser uma forma fortemente hidrofobica de hWGH. Considerando a média
das ultimas duas purificacgdes, a recuperacdo de hPrl nesta coluna
foi de 24% . Na mesma figura s8o indicadas as fragdes relativas
ao "pool” P2 que foram utilizadas na etapa subsequente.

O0s resultados obtidos nas trés purificacdes realizadas en
cromatogratia de interagfo hidrofdbica s80 apresentados na Tabela
i3. Na primeira purificacio realizada em Phenyl-Sepharose Cl.—-48,
pudemas observar que a pureza da hPrl, com relagfo as outras pro-
teinas em geral (incluindo hGBH), foi maior do que nas outras duas
purificagdies e que o rendimento, no entanto, +oi menor. Isto se
deve ao fato de que as fragdes escolhidas para o “pool” toram so-
mente as do pico principal de hPrl, sendo rejeitadas as fragies
com maior contaminag¢fo por hGH. Na 2% e 3% puriticagies, a pureza
da hPrl com relagfo ao hGH ¢ as proteinas totais € menor, no en-
tanto, o rendimento obtido é bem maior, pois foi escolhido maior

niimero de fragies apresentando valores mais elevados de hGH.
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Tabela 13: Determina¢fes de hPrl, hGH, proteinas € hGH/hPrl obti
dos nas 3 purificagies de extratos hipofisarios reali
ados em coluna de Phenyl-Sepharose CL-48.

N purif. Al {quata hPrl hGH  Proteina At .esp.  hGH/hPr1
N hipdfises ~{pas/hip.)= (mg/hip.) (ug hPril/
mg prot.)
Pi-14
aplicado 86,3 9835,6 26,7 3,2 114,90
a coluna
1%
38 hipd- "pool” 6,14 37,9 0,5 i2,2 6,2
tfises P2-1
A recup. 7,0 9,4 1,9 - -

no “pool’
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Pi-2
aplicado 52,8 743%9,6 17,2 3,1 140,9
a coluna

hipd- "pool” 19,0 401, 1 0,5 20,0 40,1
fises PR-2

A recup. i8,¢9 5,4 2,9 - -
no “pool’
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P13
aplicado 61,6 5295,6 22,2 2,8 84,9
A coluna
g
58 hipo- "pool” 18,2 217,82 2,8 22,8 11,9
fises P23

Z recup. 29,5 4,14 3,6 - -
no “pool”

S404 4435 4001 S00s €000 bues Vese S410 Gher eve Tese Goue Sese Sust 40ea 1620 SUL S0% SHOE LIS 4OES Sere Sede PEOY S000 $I40 Beit Bvee 4000 Seeb S4PE G040 $404 S000 4404 S0P $E00 Sees sabe sest sees Suie Tred Ehes Sert Gaey For EEES Bvet beew ssee Bies 4163 £4bs Gabe S4ss dare dete



8¢

4.9.2. Cromatogratia de troca idnica em DEAE-

Sepharose CL—-6B:

0 cromatograma obtido na segunda purificacBo em DEAE-Sepha-
rose CL-6B estd esquematizado na Figura 19.

Fizemos duas cromatografias em coluna de DEAE-Sepharose
CL~6B em duas diferentes extracies. 0s resultados das determina-
¢hes de hGH, hPrl, de proteinas totais, hGH/hPrl e atividade es-
pecifica da hPrl, encontram-se na Tabela 14.

0 wvolume do gradiente aplicado na primeira purificagio em
DEAE-Sepharose CL-6B foi de 13 vezes o volume da coluna & na se=-
gunda purificacio, de 20 vezes 0 volume da coluna. Podemos veri-
ficar, na Tabela 14, que a pureza da hPrl obtida na segunda cro-
matografia foi maior do que na primeira. Acreditamos que esta me-
lhora na resoluglo entre os picos de hPrl e hGH se deve ao aumen-—
to de volume do gradiente aplicado.

0 pico de hPrl obtido na primeira purificacdo em DEAE-
Sepharose CL-6B +foi separado em dois "pools”, de acordo com a
PUreza’

P3-AL, que ¢ o "pool” mais puro, com somente 2% de contaminagfo e
o P3-Bi, com 82,9% de contamina¢®o por hGH. Na segunda cromato-
grafia de troca ifdnica, separou-se o pico de hPrl em trés “pools”
denominados: P3-A3, que é a hPrl mais pura, com somente ©,7% de
contaminaglo por hGH, P3-B3, com 3,6% de contaminagio por hGH e
P3-C3, com 50% de contaminagfo pelo mesmo horminio (observar Fi-

gura 1é).
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0 rendimento de hPrl para o P3-AL, se considerado em rela-
c80 ao extrato obtido em pH alcalino Pi~i (observar Tabela 13},

foi de @,6% . Também em rela¢io & quantidade presente no extrato
alcalino Pi-3 (Tabela 13), o rendimento de P3-A3 + P3-B3 + P3-C3
foi de 14,2% .

0 rendimento total em pg de hPrl por hipdfise, passou de
1,32 para 7,02 e a recuperacio de hPrl, de 21% para 37% da pri-

neira para a segunda cromnatografia nesta resina especifica.

4.10. Anadlise qualitativa e quantitativa da hPr1

IPEN mediante eletroforese & densitometria UV:

As Figuras 42 A e 12 B apresentam o0s perfis densitometricos
das amostras de hPrl P3-A3 (33 ug) e hPrl NIADDK (25 ug) respec~
tivamente, submetidas & EGPA a 7% em gel de @,4 cm de didmetro
por 11 cm de comprimento. As Figuras 44 A e 11 B correspondem
respect ivamente, aos perfis dos dois géis utilizados como contro-
les: o gel~-branco e o gel de referéncia (S5aB).

Os wvalores das taxas de migraglo relativa obtidos foram de
0,505 para a P3-A3, de ¢,503 para a hPrl NIADDK e de ©,699 para a
SAB, quando lidas em densitdmetro a uma velocidade de 0,5 mm/s a
2,5 mV de amplificacfo. Pela andlise quantitativa, realizada com
o método densitométrico, a amostra de P3-A3 apresentou um pico
com conteldo protéico de 52 pg, quando comparada com a amostra de
hPrl NIADDK. A raz8o desta discreplncia com relagio ao valor de

3% ug determinado pelo radioinunoensaio, pode ter diversas ori-

gens que necessitariam de melhores determinagies e estudos.



Tabela 14:

N purif.

Determinagies de hPrl, hGH,

83

proteinas,

hGH/hPrl e ati

vidade especifica da hPrl obtidos nas cromatografias
em DEAE~Sepharose ClL.-6B.
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* NEo foi

aplicado
A coluna

"pool”
P3-A1L

"pool”
P3~-B1

Total

1,32

recuperado

A recup.

24,5

nos " pools”

PR=2

aplicado 18,2
A coluna
"paool” 1,74
P3-A3

pool” 3,20
P3-B3

"pool” 1,98
P3-C3

Total 6,92
recuperado

A recup. 37,9
nos "pools”

determinado

0,018

Q,685

0,703

1,85

2i7,2

@,e12

@,4113

i,980

2,107

787,9
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At. esp.  hGH/hPrl
(pg hprl/
mg prot.)
i3 4,184
803 Q,036
- 9,825
- 8,53
23,15 11,9
25¢,4 9,007
1006,3 2,036
G922,4 1,000
497,14 @,300
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Figura ii: Fletroforese em gel de poliacrilamida 3 74 :
controle de qualidade das condigdes de corrida
e densitometria
A: Branco

B: 548
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A Figura 13 exibe o pertil eletroforédtico da 1291 -hPr1
(NIADDK) em gel de poliacrilamida a 7% apus purificacio em Sepha-
dex G-400. 0 RM obtido para o pico de 1257-hPr1 foi de ©,800.

4.14i. Estudo das melhores condigoes de estocagem da

hPrl purificada:

No mesmo dia em que foram descongeladas as fragies da puri-
ficagio em coluna DEAE-Sepharose CL-6B para ser preparado o "po-

ol P3~-AL (ver item 3.46.2.), separaram-se quatro aliguotas para
estudo das melhores condi¢ies de estocagem:
Al.: @,5 ml toram utilizados para as determinacdes de hPrl e de
hGH por RIE, no mesmo dia,
AZ.: 2 ml foram dializados em tampio fosfato de sddio @,05 M,
PH 7,4 e liofilizados,
A3.: 12 aliquotas de £ ml foram congeladas a ~302C,
A4.: &6 ml foram dializados contra agua destilada, com o pH ajus
tado para 7,90:
A4.1.: Duas aliquotas de 400 nl Fforam congeladas,
A4.2.: Duas aliquotas de 490 Ml Foram liotilizadas com 4 mg

de SAB,

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

Apds 2 dias, foram feitas as dosagens de hPrl e de hGH das
aliquotas em vdrias diluicfes. As aliquotas que haviam sido lio-
filizadas foram ressuspensas no mesmo volume que possuiam  ante-
riormente, com dgua destilada. Os cdlculos das determinacies de

hPrl e hGH foram feitos em ng/volume total da soluclo original.
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Na Tabgla 19 sRo apresentados os valores das determinagides
de hPrl e hGH das aliquotas sob diferentes condi¢ides de estoca-
gem. A condi¢Bo que melhor manteve a atividade imunoldgica da
hPrl foi a didlise contra dgua neutralizada a pH 7,0 e posterior
liofilizac8o com 1% de SAB RIA grade. Isto se deve a protegio que
a SAB apresenta sobre a hPrl e que chegou a fornecer uma ativida-
de maior do que agquela do controle, provavelmente devido ds rapi-
das perdas que se verificam durante a pipetagem da soluglo nHo
protegida com SAB. Observamos gue a liofilizagclio sem SAB  sempre
foi muito perigosa & que a didlise contra agua ndo parece acarre-
tar perdas substanciais. A didlise contra tamp8o de alta forga
ianica parece resultar em maiores perdas com relagio & didlise
contra dgua. Lembramos porém que a amostra A2 foi liofilizada em

condigriies de geometria diferente por causa de seu pequeno volume.

4.12. Estudo da reprodutibilidade e estabilidade do

12 padr3o de hPrl1 IPEN:

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

valor que inclui também a variaglio intra-ensaio em si.
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A FTim de contfirmarmos a estabilidade dos padries, executa-
mos  sete curvas utilizando o padrio PP3-A3 de duas em duas sema-
nas ateé S meses apds ampolizaglio. A partir dos resultados obti-
dos, foi calculado o conteddo de hPrl nas ampolas do padrao. Na
Tabela 17 estfo expressos os valores das determinagoes de hPrl
nas ampolas do padr8o PP3-A3. 0 CV é semelhante aquele apresenta-
do na Tabela 146, demonstrando que n8o houve variacfo significati-
va no conteiddo de hPrl durante o periodo de cinco meses. A Figura
14 mostra a quantidade de hPrl presente nas ampolas de PP3-A3 e

sua variacio em fungio do tempo.

4.13 Teste de Paralelismo entre os Padroes de hPril

IPEN & NIADDK:

Das nove curvas do padrio PP3-A3, sete foram significativa-
mente paralelas ao padrio NIADDK RP-4 a nivel de significlncia
P=0,0%5, validando portanto a avaliagfo correta da poténcia imuno-
ldgica da hPrl determinada no extrato. Na Tabela 18, estBo em—
pressons os pariametros avaliados pelo teste de Rodbard para o pa-
ralelismo entre as curvas. Na Figura 1% podemos observar uma cur
va de RIE do padrZo de hPrl PP3-A3 e uma do padrfo NIADDK RP-§
em log da concentracgio de hPrl x logito %B/BO.

Um teste andlogo, realizado com © “pool” PP3-B3 n8o apre-
sentoun  paralelismo significativo em trés das cinco curvas anali-
radas. lIsto poderia signiticar uma diferenga qualitativa entre

estas preparacio e os padries IPEN e NIADDK.
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Tabela 15: Determinagies de hPrl e de hGH de amostras mant idas
sob diferentes condigfes de estocagem.
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Condigies de estocagem hPrl hGH
(pg/hip.) (pg/hip.)
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A.i Controle nenhuna reacio realizada 25,9+4,2 *
e determinagfo imediata

f.2 Didlise com tampio Ffosfato de 8,44+1,3 1,249,5
sddio, pHZ7,4 e liotilizagio

A.3 Congelanento a ~-30% 30,741,686 ®,7+0,2

Ad.L Didlise contra dgua pH 7,0 28,840,6 ?,8+9,3
e congelamento

A.4.2 Didlise contra dAgua pH 7,0 34,4+2,0 1,3+0,3
g liofilizagBo com 1% de SAB

Aud.3 Didlise contra dgua pH 7,0 17,7¢2,9 1,240, 4

e liofilizacHo

#* NRo foi determinado
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Tabela 16: Reprodutibilidade intra-ensaio do conteddo de hPrl nas
ampolas de padrio PP3-A3.

2 ampola hPrl
(na/ampola)
i. 433,09
2 616,90
3. 927 ,2
4. 424,09
S 500,0
5. 524,09
7. 412,90
8. H25,0
Q. 474,0

@400 4000 Goun Gaas Aa S4es Sete B00s Seus S4ve GO GSe bems S10Y Sben Gese Sese evs S0ES SeE BeeN Sues S4eH S0es Sele Sese mese

X=492, 0465, 0
Cv=13, 2%
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Tabela 17: Concentracfo de hPrl por ampola de PP3-43 em fungfo do
tenpo.

S saen e wser 4304 da0e €R0e 4es aad Same P00 Fdor Rebt HHE TS0 S04 G900 Shre S48 Aerd 40se Ared anit S00n 14O Sevs Smme

Semanas hPrl
(ng/ampola)

Ten Smt vese Susy I4nh Teae 3w Suse sest Sese Baes bee Sees $HON THes Besu Sees Sew SN Seme oot Semr sree 4404 Sesn Seee Seas

4 492,0
6 553,60
8 477 ,@
19 362,90
i2 956,90
14 458, 0
ié 926,90
i8 452, 0
20 503,90

@648 3900 €004 Sues Gasy Sea S04 Gabt Seen Sred SO e ek Tase SWS Seme Yee Bt eaa SHMA Gt Sime el et T4 Sasn et

X=486,0+60,0
CV=12,3%

©450 6200 Ti0e Trow 4u0t C4M0 POAS HEs Geeh SUSR $R00 SHS S0nd T4OY SUON Semu Gare e WU Sese Gee S0es seee Beem beew het Sese
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Figura 13: Curvas padrio de hPrl NIADDK e IPEN.



Tabela 18: Parémetros avaliados pelo teste de Paralelismo de
Rodbard para as curvas de hPrl PP3-A3 e NIADDK RP-1.

hee Gont sien 4ene bess suse S4es nee Sses See Seee 4540 40N S048 Sest bese S40s bees S40% devs Sese FOOS Ceue SOae dusw VSR SFS4 OGS 0003 S0 Sees S004 S0ms Pere SIS Fems SUN Sesd Gest sary GOeS Gort 000 Fet SELF G0NS Gioe 040 Setv SUES GeGe SUuE TSN G4 S Seee FUNS oer Get Sue Sesu Saes beve Wes

emts sevs 2ese Sas tous 4vee SHen 444 et sesn Seee Beta PG SerS Seve G4 Seee Sse ire Sebs S64% $606 S0as bevs Tess 464t Sebe Seee 4004 FSES DSMe Guwe Shew REet C40% Seen SO4O 0G Sest Sees Sese Guve S044 Frud FESS S0Ne Gees B4 SH04 YHH Sove SO 04 Svee Bese S44e SIS FO0H R4S BSNM B84e Stes wan 000

Pendéncia 1,062 0,999 @,985 1,068 4,1i7¢ 1,073 0,913 1,051 @,902

- 0,971 0,997 0,992 0,992 0,998 0,977 0,948 0,991 0,992
"CORRELACAD s s s s s s ns s s
A 385,46 493,0 485,6 387,1 404,5 473,7 398,4 468,2 455,3
t calc. 9,337 0,029 0,174 0,839 3,602 0,537 0,404 0,498 1,197
PARALELISMO s s s s ns s s s s

#454 oots 410 Se0e 40es Geve PN G000 See Seet S4en Seee bess $H4S S0em See Gete $4OS Feee Sase Seee SUR SEce Seee ene S40d Suse SFOE Sere FONS Seee Seep Ssme See Sase Sees SIS eed Miut fuss S0 S4es SINS Baet eer Siss Sest SHE Srbe S0S bess SO FAS Teau Sl S4SN SND BEe S400 bere Beve Geue estn Sunn ees

N = N2 de diluigfes do padrfo

-
]

Coetficiente de correlagio da reta

A = Conteddo de hPrl em ng/ampola determinado na curva NIADDK-
hPr1-RP~1 (X=439,0144,4; CV=10,1%)

g = gignificativo

ns = plo significativo
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4.14 Determina¢cio de outros hormGnios hipofisiarios

contaminantes:

Foram determinados por RIE as concentragies de hl.H, hFSH &

hATSH nas ampolas PP3-43 e PP3-B3 e determinadas as porcentagens

de contaminagho da hPrl.

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

hTSH: 3,9%

PP3-B3: hLH: 2,1X%

Podemos observar que o nosso produto, com relagio & presen
¢a dos hormdnios hl.H € hTSH nio é tHo puro como o padrfo interna-
cional de referéncia, porém a interferéncia do hl.LH € hTSH alta-
mente purificados no RIE de hPrl sfo, respectivamente, de 0,0032
e ©,001i5% , Considermaos, portanto, desprezivel a interferéncia

causada por estas quantidades de hormdnios contaminantes.
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V. DISCUSSAO:

A pesquisa que realizamos permitiu a obtengfo de prolactina
humana (hPrl1) altamente purificada, com conteddo de hGH inferior
a 1% e atividade imunoldgica compardvel ao produto internacional
de referéncia. Isto permite que o referido produto possa ser usa-
do para preparacio de padries, tragadores e anti-soros que repre-
sentam os reagentes de base nas técnicas diagndsticas radioimuno-
ldgicas ou imunoldgicas em geral.

A atividade especifica, relativa ao produto altamente puri-
ficado fornecido pelo Instituto Nacional de Salde dos EUA (hPri1-
NIADDK) chegou a valores da ordem de 80-20%, enquanto o valor mi-
nimo de concentracio de hGH, o contaminante cuja presenca repre
senta a maior dificuldade de todo o processo de purificaclo, foi
da ordem de 0,7%. Este valor, mesmo sendo ainda longe dos valores
de @,1% declarado por outros autores (Hodgkinson, 1981) (£2),
WHO, (1988)¢76) indica uma purificacio superior A declarada nos
trabalhos cldssicos de Lewis (1972)(38) & Roos (1979)¢(63), gnde =
contaminaclo por este hormfnio foi, respectivamente, de 2,0 e
1,6%. De fato, foi também por nds demonstrado na Tabela 5, que
uma contaminac®o por hGH de 1% em nossos reagentes, signiticaria
uma interferéncia completamente desprezivel no RIE de hPrl.

Considerando que no caso da hPrl e dos horménios para uso
diagndstico em geral, a pureza & um fator muito mais limitante do
aque a quant idade obtida, n8o se deu cardter prioritario ao rendi-
mento da extracio. Este pardmetro porém foi estudado amplamente,

com & finalidade de gque nossos rendimentos fossem compativeis com
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aqueles (muito varidaveis, por sinal) declarados pelos principais
autores. Assim, enquanto Hodgkinson e cols (19811 ¢€2) | declaram
uma recuperacfiio de 87 ug de hPrl1/alandula, Lewis e cols
(1973)(36), o primeiro grupo que conseguiu purificar este hormd-
nio, apresentam um rendimento varidvel de 5 a 15 pg/hipé?iﬁe,
Hwang e cols (1973)¢28) de 40-50 pg/hipifise, Roos e cols
(19791063 de 31 jpg/hirdfise, Chapman e cols (1981)1@) de 5
pg/hipifise e Mel.ean (48) de 19 pg/hipéfise. Dentro desta enorme
flutuaclo de valores, provavelmente ligada nio somente a técnica
de extracio, mas também aos diversos materiais bioldgicos coleta~
dos € estocados em condigies diferentes, 0s resultados que encon-
tramos se enquadram na regifo dos rendimentos baixos. & signitfi-
cativo porém que os cuidados por nds tomados e os estudos reali-
zados a este respeito tenham levado o rendimento de 1,32 pg/hipd-
fise na primeira extracio para o valor de 7 pg/hipéfise na segun-—
da.

Durante =8 pesquisa que realizamos, procuramos identificar
as origens desse baivo rendimento ou destas supostas perdas. Cla~-
ramente o ponto inicial de partida para toda considerac8o subse-
quente foi chegar a uma defini¢io sobre o contelido real de hPrl
por hipdfise. 0 acordo existente na literatura, sobre este dado é
da mesma ordem daquele, Jjd mencionado, relativo aos rendimentos
obtidos. De um valor de 290 pg/glﬁndula (Lewis, 1971)¢37), passa-
mos & valores de 78 pg (Roos, 1979>¢63), 100 Mg (Daughaday, Wil-
liams, 1985)¢13) & até de 220 Me (Hodgkinson, 19817 (22) | yma par-~
te do nosso trabalho experimental foi, portanto, determinar o

conteddo de hPrl nas hipdfises: ou seja, colhidas, estocadas e
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anal isadas nas nossas condigoes. 0s valores da Tabela 1@ , junta-
mente com o experimento apresentado na Tabela 6 levam a um valor
medio de 80,2+31,5 pa hPrizhipdtise, que reflete um pouco 3 media
dos wvalores interlaboratoriais existentes na literatura. Usando
este valor de base, que pode até ser discutivel, mas que é o dni-
co operativo em nossas condi¢des de trabalho, e considerando as
perdas menores (22 extraclo) de 24 e 37%Z por nos obtidas nas duas
etapas cromatogriaticas, chegamos exatamente ao nosso valor final
de 7 ug/hipdfise. Esta racionalizac8o nos permite especular que
parte da hfrl perdida durante o processo pode estar:

a)Retida nas colunas cromatogrdficas;

bIYETuida durante a aplicacgio da amostra ou a primeira lavagem;
c)Junto com o hGBH ou outras fragies protéicas eliminadas proposi-
tadamente durante a escolha dos "pools”.

E nossa opinifo, portanto, com relacio ao rendimento em
hPrl nas extracdes, que deveriamos investigar melhor e aprimorar
especialmente as duas técnicas cromatogriaficas, baseando-nos es-
pecialmente nos dados realisticos e de alta qualidade e contfiabi-
lidade de Roos e cols(és), onde a recuperacio em cada uma das
quatro etapas cromatograticas por eles realizadas, foi de 85-95%
. Neste contexto, achamos iitil indicar pelo menos duas incon-
gruéncias presentes nos dados de Hodgkinson e cols (22} Primei-
ramente, o extrato inicial n8o poderia ter, como declarado no re-
ferido trabalho, um conteddo de ©,5 pg de hPri/mg de proteina,
fornecendo depois 191 pg de hPril/hipifise. Isto representaria um
contelddn proteico de 382 mg/hipdifise, aue € 4-5 vezes superior ao

possivel. Secundariamente, o conteudo declarado de 22%ug de
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hPrizhipdfise representaria, mesmo considerando um valor mediana-
mente alto de 80 mg de proteinashipdfise, um conteddo de 2,75 g
de hPrl/mg de proteina. & este um valor muito alto, quando compa-
ramos com 0s dados da literatura e ate com aqueles fornecidos pe-
los mesmos autores do trabalho. Estes, como ja mencionado, partem
de um extrato inicial de @,5 He de hPril/mg de proteina que, =a
nosso  ver, deveria ser enriquecido € nio mais diluido em relagio

ao conteddo hipofisdrio.

Como mencionado no titulo deste trabalho, a técnica padro-
nizada foi definida "miniextragio . & esta outra caracteristica
que queremos salientar, sendo que todas as nossas extracdes foram
realizadas a partir de um maxinog de 70 hipifises. Isso, a nosso
ver, proporciona varias vantagens:
alMainr facilidade e flexibilidade na coleta destas glandulas,
cujas dificuldades de obtengio s8o0 largamente conhecidas;
b)Extrema rapidex de processamento: tendo ja pronta e operativa a
técnica analitica (RIE), o produto final congelado para a liofi~
lizaglo pode ser obtido em 10 dias;
ciMaxima elininagio dos processos de degradacfo e alteragfo liga-
das & estocagem deste horminio em solucHo;
d)Grande facilidade na elaboraglo e introduclo de técnicas alter~
nat ivas nas praprias fases de extraglo e purificacgio.

g facil observar que todas estas vantagens, talvez insignifican-
tes nas condigdes de trabalho dos autores mencionados acima, sio0
muito signiticativas nas condigies em que trabalhamos, onde a co-

leta e o processamento de um lote de, por exemplo, 500 hipdfises,
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pudesse exigir tempos denasiadamente grandes.

Em sintese, portanto, miniextragio significa: rapidez, fle-
wibilidade, economia € menor alteraclo do produto. Por outro lado
signitica também maiores dificuldades técnicas, especialmente na
detecgio e muito provavelmente obtencio de menores rendimentos

que seriam obtidos com maior numero de hipdfises.

Para chegar aos resultados J& mencionados foi necessaria
toda uma padronizacio de técnicas basicas e o estudo de condigies
alternativas que estlo relacionadas aos primeiros sete capitulos
do item "Resultados”. A marcacio de hPrl doada pelo Instituto Na-
cional de Salde dos EUA, a purificacio da 1291-hPrl, a escolha
das melhores condigdes de radioimunoensaio, € relativo controle
de qualidade, tanto para a hPrl, quanto para o hGH, o estudo das
reagiones cruzadas, das melhores condigies de extracfo € do conteud-
do de hPrl em hipdfises humanas, apresentam um trabalho aparente-~
mente rotineiro, mas que na pratica é o verdadeiro instrumento
sem o0 qual o trabalho de extrag8o e puritficacfo nfo teria sido
possivel.

Neste contexto lembramos portanto a reprodutibilidade obti-
da nas marcaghes de hPrl (um dos hormfnios mais ldbeis frente A
oxidag8o e radioiodagcio), seja nas atividades especificas
(CU=26%), nos rendimentos (CV=R7%), nos coeficientes de distri-
buicio (Kd) que estfo relacionados com o raio molecular (CVU=12%),
SEMPre coOm  FECUPEragoes quase tedricas (R maior que 90%).Foram
utilizadas trés técnicas diferentes de iodaglo, cujos resultados

e caracteristicas comparativas, especialmente com relaglo & imu-
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norreatividade do produto marcado, nZo foi possivel analisar e
investigar de maneira mais profunda, por ser este aspecto, além
dos objetivos do presente trabalho.

0 estudo das rea¢des cruzadas nos RIE de hGH e hPrl contir-
maram em nossas condigdes de ensaio, os dados fornecidos pelo
NIADDK. As poténcias relativas de hGH no RIE de hPrl obtidas pelo
NIADDK e por nds foram respectivamente de 00,0002 ¢ de ©,00L2, en-~
quanto para o RIE de hGH, as poténcias relativas referentes &
hPr1l foram de 90,0073 para o NIADDK & de @,0054 para nds. A preci-
s30 (CV intra-ensaio menor do que 10X ¢ interensaio entre 16 e
259%) Toi da mesma ordem daquela geralmente apresentada na litera-
tura para a determinacio deste horminio protéico. € o mesmo pode-
mos dizer com relagio A exatidio. 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 padronizacfo destas técnicas fundamentais, necessdrias
para o desenvolvimento da extracio e purificacfo, uma &ntase par-
ticular merecem dois resultados que consideramos vdlidos numa
comparagdo interlaboratorial. 0 primeiro, que confere originali-
dade ao nosso método de extracfo, se refere a introdugfo da etapa
de xtragdo em pH 7,9, a qual permitiu uma maior eliminagio de
hGH  (da ordem de 8%), sem perda significativa de hPrl (0,7%2). 0
segundo resultado, Jjad mencionado anteriormente foi a definig¢io do
conteddo em hPrl das hipdfises humanas (80130 pa) que confirma,
com uma certa aproximagio, o valor fornecido por W. Daughaday
(Williams, 1988)¢13) o qual a nosso ver, Ja considera o5 varios

dados da literatura. Esta determinagfo do conteddo hipofisdrio em
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hPrl representa para nos também a prova mais direta da exatidio
da nossa técnica e condigies de ensaio.

Com relagBo & utilizacio da hPrl1-IPEN purificada ¢ aos tes~
tes realizados sobre este produto além da ja mencionada determi-
nagido de pureza € atividade especifica, lembramos as caracteris—
ticas eletroforéticas, determinadas mediante técnica ndo destru-
tiva por densitometria na luz ultravioleta. Os valores da taxa de
migracio relativa (Rm) da hPrl1-IPEN (Rm=0,505) foram perfeitamen—
tecomparaveis aos valores obtidos para a hPrl1l NIADDK doada pelo
Instituto Nacional de Saldde dos EUA apresentando também um acordo
interlaboratorial satisfatdrio raramente observado. Lembramos de
fato o valor de Rm=@,55 obtido por Lewis e cols (37) ¢ de @,44
obtido por Hodgkinson € cols (22), ambos em condighes experimen—
tais muito praximas s nossas. Isto confirma a qualidade do nosso
produto fFfinal provando que n8o houve alteracfo signiticativa em
suas propriedades fisico-quimicas. A diferenca de Rm obtido entre
0 hormdnio "frio’ & o radioiodado se deve provavelmente & presen-—
¢a de iodo na molécula do marcado e consequente aumento na ele-
tronegatividade ou, alternativamente, a alteracies estruturais
provocadas em todas as moléculas de hPrl pelos reagentes e/ou pe-—
las condigdes de marcacHo. Estudos e consideragies andlogos ja
foram realizadas neste laboratdrio com relagfo 3 molécula de
1251-h6H(E) | Interessante também & a aplicabilidade da mesma tec-
nica eletroforética com leitura densitométrica nio destrutiva pa~
ra fins analiticos quantitativos que poderio ter desenvolvimentos
futuros especialmente com relaglo a testes de pureza de extrema

praticidade e rapider. EBnfase especial merecem tambeém os resulta-
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dos obtidos com relagio as melhores condigdes de estocagem da
hPrl purificada, que enfrentam um dos problemas principais a se-
rem resolvidos juntamente com a purificagfo deste horminio. Neste
estudo Ffoi confirmado que a liofilizaclo, em certas condigdes,
pode ser a operagio que leva a maiores perdas em atividade hormo-
nal; que a didlise contra dgua nio 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 forcas idnicas também podem levar a grandes perdas de
hPrl. Estas duas dltimas consideragdes 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 preparacio e estudo de reprodu-
tibilidade & estabilidade do nosso primeiro padrio de hPrl1-IPEN.

No que diz respeito & reprodutibilidade na ampolizacio, fa-
tor de importancia primdria na preparagfo de um padrio, foi obti-
do um valor de ng 494,7+64,7 (CVU= 43,1%) de hPrl por ampola
(N=9). Observamos outrossim que este fator inclui também a repro-
dutibilidade interensaio das determinag¢des radioimunoldgicas.

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

controle de gualidade, aons ja realizados com a3 hPr1-NIADDK. Res-
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saltamos também que testes de paralelismo relativos as curvas ob-
tidas com o0s dois padrfes (IPEN & NIADDK) apresentaram divergén~
cia nRo significativa em oito dos nove ensaios realizados até

Agora.

Concluindo, podemos afirmar gque a hPrl extraida e purifica-
da no IPEN pode substituir perfeitamente os padries de grande pu-
reza preparados nos melhores laboratdrios. Sua utilizag8o na pre-
paracio de produtos marcados do mesmo nivel qualitativo esta em
fase de realizacio e poderad ser estendida também, em colaboragio
com outros laboratdrios, & preparagfo de anticorpos especificos

mono & policlonais.
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