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INTRODUGAO

A prolactina humana (hPRL) € um horménio
polipeptidico  protéico, da familia das
citocinas com massa molecular de 23 kDa e
199 aminoacidos. Ela é secretada pela
hipofise anterior e regulada pelo hipotalamo.
A expressdo é aumentada principalmente
durante a lactacdo [1]. Entre os
antagonistas de prolactina, uma das mais
promissoras é a delta 1-9 G129R- hPRL [2],
que além da substituicdo da glicina na
posicdo 129 pela arginina que impede a
ligagdo da molécula ao segundo receptor de
prolactina, teve deletado os primeiros 9
aminoacidos, anulando qualquer atividade
proliferativa residual mesmo em
concentragbes 10 vezes maiores que a da
prolactina circulante. O antagonista &
importante para impedir a ligagcdo da
prolactina aos receptores presentes em
alguns tecidos como o da mama e tumores
em que ha superexpressdo destes
receptores, apresentando desta forma uma
acdo antiproliferativa local. Entretanto, foi
realizado os processos de purificagéo,
quantificagdo (RP-HPLC) e caracterizagédo
(HPSEC) do delta 1-9 G129R- hPRL pelos
sistemas de cromatografia.

OBJETIVO

Purificar o antagonista de prolactina A1-9
G129R-hPRL  produzido no  espago
periplasmico de  bactérias coli
geneticamente modificadas.
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METODOLOGIA

O antagonista A1-9 G129R-hPRL secretado
para o periplasma das bactérias e obtido por
choque osmoético foi purificado utilizando
técnicas cromatograficas em duas etapas: a
primeira por afinidade a metais, com a
Hisprep FF 16/10, e a segunda etapa, uma
resina de gel filiragdo Sephacryl S100,
ambas empacotadas em colunas de vidro.
Estas colunas foram conectadas no
equipamento AKTA Purifier (GE Healthcare,
LC, Inglaterra).

Antes de entrar na coluna, o fluido
periplasmico foi dialisado para retirada de
EDTA em membrana de dialise (SnakeSkin,
poro de 3,5 kDa, Thermo-Fisher Scientific)
utilizando o tampéo fosfato de sédio 0,05 M
pH 7,0 (3 trocas de 1 L).

Na primeira etapa, as fragbes de 5 ml
contendo o A1-9 G129R-hPRL foram
agrupadas e concentradas por centrifugagéo
(Amicon® Ultra — 15 Centrifugal Filters
Ultracel® 10K Merck, Tullagreen, CO,
Irlanda), a 4 °C, a 1500 g por 20 minutos.

O material concentrado foi aplicado na
coluna de cromatografia por exclusdo
molecular Sephacryl S100 utilizando o
tampao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0 com
cloreto de sbdio 0,15 M. As fragcdes de 2 ml
contendo o A1-9 G129R-hPRL foram
agrupadas e o produto purificado final foi
analisado por RP-HPLC e HPSEC.



RESULTADOS

Na primeira etapa de purificagdo o A1-9
G129-hPRL eluiu nas fracdes de #54 a #62,
que corresponde no gradiente de Imidazol a
concentragdo de 83 mM no pico da Figura
1A. A segunda etapa realizada por meio de
cromatografia de exclusdo molecular o
antagonista de prolactina foi eluido, nas
fracdes de #28 a #38 no pico da Figura 1B.

Figura 1 — (A) Cromatograma da 12. Etapa de
purificaggo do A1-9  G129-hPRL  por
cromatografia de afinidade a metais. (B)
Cromatograma da 22. Etapa de purificagdo por
cromatografia de exclusdo molecular. Ambos
acoplados ao equipamento AKTA.

Efetuadas as duas etapas de purificagao
foram realizadas as analises por HPLC. Na
Figura 2A, observamos em RP-HPLC o pico
indicado pela seta que se refere a proteina
antes da purificagdo, cujo tempo de
retencdo é de 19,17 min. Na figura 2B,
observamos em HPSEC o pico da proteina
no tempo de retengéo de 15,96 min, apés a
primeira etapa de purificagdo. Na figura 2C,
a proteina depois da segunda etapa de
purificacdo, com o tempo de retencdo de
16,03 min, praticamente pura. Para
quantificar a proteina a area sob o pico foi
comparada ao padréo interno de prolactina.
Assim, a partir de 3 litros de caldo de
bactérias, na primeira etapa foi obtido 1160
ug de A1-9 G129R-hPRL e na segunda
etapa 884 pug com 96,5 % de pureza.

Figura 2 - Cromatogramas da andlise em
HPLC:(A) Andlise por RP-HPLC de 100 pL de
fluido periplasmico. (B) Analise por HPSEC do
pool coletado da 12 Etapa de purificagdo (C)
Andlise por HPSEC de amostra do pool
coletado da 22. Etapa de purificacdo. As setas
indicam a posicdo da proteina A1-9 G129-
hPRL.

CONCLUSOES

A purificagao seguindo protocolos
padronizados para hPRL, IMAC e excluséo
molecular, permitiram obter 800 ug de A1-9
G129R-hPRL com aproximadamente 96%
de pureza, a partir de 3 | de caldo de
bactérias.
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