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INTRODUGAO

A prolactina humana (hPRL) é um

horménio proteico primariamente
secretado pela glandula hipofisaria
anterior. Consiste de uma cadeia Unica

com uma massa molecular de 23 kDa e
com trés pontes dissulfeto
intramoleculares.

E mais conhecida por estimular a
lactacao, crescimento e
desenvolvimento da glandula mamaria,
mas esta também relacionada com mais
de trezentas fungdes diferentes. Possui
importante uso diagndstico, porém suas
possiveis aplicagbes clinicas ainda estao
em fase de estudo. Apresenta duas
isoformas principais a Prolactina Nao
Glicosilada (NG-hPRL) e a Prolactina
Glicosilada (G-hPRL) [1].

OBJETIVO

Padronizacdo e comparagao  dos
bioensaios in vitro com células Ba/Fs-
LLP e Nb2 na avaliacdo da poténcia
biolégica de diferentes preparagoes de
prolactina ou de suas isoformas.

METODOLOGIA

As atividades das diferentes isoformas
de hPRL foram avaliadas por dois
bioensaios, o primeiro utilizando as
células Ba/Fs-LLP, desenvolvido no
laboratério, e o segundo com células
Nb2. As células Ba/Fs-LLP além de
prolactino - dependentes apresentam
receptores humano para a prolactina,
apresentando a vantagem, no nosso
caso, de ser um ensaio especie-
especifico.

J4 o bioensaio classico Nb2 [2], estas
células sdo derivadas de um linfoma de
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rato da linhagem Noble, também sdo
prolactina dependentes e apresentam
como desvantagem o fato de terem
receptores para prolactina de rato,
gerando No NOSSO Caso um ensaio Nnao
espécie-especifico. Estas células foram
mantidas em suspensdao em frasco para
cultura de células de 75 cm?, no meio
RPMI-1640, com suplementos.

Para os bioensaios foi utilizado como
padrdo de referéncia a hPRL 97/714 da
Organizagdo Mundial da Saude (WHO).
Os ensaios foram realizados em placas
de 96 pocos (20 a 50k células/poco).
Apds incubacdo de 72h, a 37 °C e com
5% CO,, o numero de células viaveis foi
avaliado por  teste colorimétrico
utilizando a solucdo MTS-PMS (Cell Titer
96 Aqueous Kit, Promega Corp.,
Madison, WI), com leitura no
comprimento de onda de 490nm [1].

RESULTADOS

As células Ba/Fs-LLP e Nb2 foram
utilizadas para determinar a poténcia
biolégica de amostra contendo hPRL e
suas isoformas.

Um exemplo de curva é apresentado na
Figura 1. Esse ensaio apresenta uma
sensibilidade de resposta na ordem de
50 picogramas de hPRL/mL e a leitura
apdés 2 horas de incubagao com MTS-
PMS foi a que apresentou melhor
resposta.



—e— 2 horas

—a— 1 hora

Abs. 490 nm
5
i 1 L L

0.5+

01 S
hPRL(ng/mL)
Figura 1: Exemplo de ensaio proliferativo
com células Ba/Fs-LLP utilizando o padrdo
de hPRL recombinante WHO-CRS (padrao
de referéncia da Organizagdo Mundial da
Saude). Sdo comparadas curvas dose-
resposta obtidas com diferentes tempos de
incubagao apds adigao da solucdo MTS-PMS.
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Os resultados principais dos ensaios
desenvolvidos nesse projeto estao
sintetizados na Tabela I.

Nos casos das amostras de hPRL
produzidas por células CHO cultivadas
em suspensdo e por bactéria E. coli,
que sao compostas principalmente pela
isoforma NG-hPRL, o ensaio com células
Ba/Fs-LLP determinou uma poténcia
aproximadamente duas vezes superior
ao ensaio com células Nb2. Esse fato
precisa ser melhor investigado, para
isso é necessario um maior nimero de
ensaios que proporcionaria uma
avaliagdo estatistica mais precisa e
confiavel.

Tabela I: Poténcia Bioldgica determinada
nos dois bioensaios para as diferentes
preparacdes de hPRL e de suas isoformas
analisada nesse estudo. Foi utilizada como
referéncia a hPRL recombinante da WHO -
97/714.

—— 1,5 horas

Poténcia Bioldgica UI/mg + CV(%)

Preparacdes Células Nb2 Células Ba/Fs-LLP
G-hPRL WHO 19,3 % 16,8 (n=2) 24,6 + 21,0 (n=2)
G-hPRLIPEN 14,7 + 38,6 (n=3) 11,2 + 13,9 (n=2)

hPRL - CHO _ )

susp. IPEN 293 £31,0(n=2) 50,9 * 41,0 (n=2)
hPRLI_PEENCO/I © 51,5+24,0(n=3) 102,3 £6,3 (n=2)
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CONCLUSOES

O bioensaio de proliferacao com células
Ba/Fs-LLP apresenta alta sensibilidade,
aproximadamente 50 pg hPRL/mL,
similar a sensibilidade do ensaio classico
com células Nb2, de aproximadamente
20 pg hPRL/mL.

Confirmamos que o perfil mais
adequado da curva dose-resposta nos
dois bioensaios de proliferacao ocorre
apos duas horas de incubagdo com o
reagente MTS-PMS.

Nao foi observado diferencas
significativas nas respostas dos ensaios
de proliferacao com células Ba/Fs-LLP e
Nb2 na andlise das amostras de G-
hPRL.

A G-hPRL produzida no IPEN também
apresentou uma atividade bioldgica
aproximadamente 60% menor que a
isoforma da prolactina glicosilada.
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