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RESUMEN

En este trabajo se describe un sistema cromatografico en dos etapas que permite la purifi-
cacion de Prolactina humana (hPRL), a partir del residuo obtenido después de |la extraccién
con solucién salina de hipdfisis conservadas congeladas.

La PAL se solubilizé en acetato de amonio 50 mM, pH 10 y se purificé por medio de cromato-
graffa de interaccion hidrofébica, sobre el soporie Fenil-Sepharosa en presencia de un gra-
diente lineal de acetonitrilo (0-40%). La fraccion con actividad de PRL se aplico a una columna
de DEAE-Celulosa en presencia de acstonitrilo (20%) y se eluyd con un gradiente salino.

El rendimiento del proceso fue de 7.75 mg PRL por 100 glandulas, lo que corresponde a una
recuperacion global de 33%. Por radioinmuncanalisis especifico (RIA) se encontré una poten-
cia de 10.6 Ul/mg de proteina en la preparacion final.

El anélisis electroforético mostré dos componentes principales de pesos 27.000 Daltons,
que corresponde al mondmero principal y 64.000 Daltons, que sugiere una forma agregada o
glicosilada, cuya existencia ha sido reportada en el suero. La presencia de isohormonas tam-
bién fue detectada por el andlisis de electroenfoque, encontrandose un valor de punto isoeléc-
trico (Pl) de 5.7 para la especie principal. Este comportamiento también se observé con la pre-
paracion internacional de referencia usada en este trabajo.

ABSTRACT

It is described a two-chromatographic step technique for the purification of human Prolactin
(hPRAL), from the residue which remains after the extraction of frozen glands with saline solu-
tion.

The Prolactin was solubilised at pH 10 in 50 mM amonium acetate and was purified by hy-
drophobic interaction chromatography on the mildly adsorbant Phenyl-Sepharose in the pre-
sence of a linear gradient of acetonitrile (0-40%). The PRL fraction was applied to a DEAE-Ce-
lulose column in the presence of acetonitrile (20%) and elution was carried out using a saline
gradient.
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The yield was 7.75 mg/100 glands which corresponds to an overall recovery of 33%. A po-
tency of 10.8 IU/mg protein in the final preparation was established by radioinmunoassay
{RIA).

The electrophoretic patiermn showed two components with molecular weights of 27.000 dal-
tons, which presumably cofresponds to the monomeric form and 64.000 daltona which sug-
gests an aggregate or glicosilated form, previously described in human serum. The existence
of isohormones was shown by electrofocusing analysis with a Pl value ol 5.7 for the main spe-
cies. The same pattem was obtained with the international reference preparation used in this
study.

INTRODUCCION

Durante mucho tiempo se acept6 que la actividad de prolactina (PRL) detectada
en la gldndula pituitaria era una propiedad intrinseca de la hormona de crecimiento
(hGH). Sin embargo, un cimulo de evidencias experimentales permite afirmar en la
actualidad que la PAL existe como una entidad quimica independiente.

Los intentos hechos por separar prolactina humana han conducido en la mayoria
de los casos a valores de recuperacion muy bajos, del orden del 10 al 20% del total
de la hormona presente en la pituitaria, que por RIA se ha estimado entre 200 y 300
ug por glandula (1).

Una de las razones para esta baja recuperacién es la posible destruccién de la
hormona durante el aimacenamiento de las glandulas a -20° C. Con el fin de contro-
lar la actividad proteolitica se ha ensayado la conservacién de las glandulas en ace-
tona, pero la extraccion de la prolactina y demas hormonas en este medio, da rendi-
mientos ain mas bajos por las condiciones enérgicas que se requieren (2, 3).

Por otra parte, debido a su gran parecido con la hormona de crecimiento humana
{(hGH) y teniendo en cuenta gue en la pituitaria normal hay aproximadamente 100
veces més hGH que PRL, se comprende por qué la purificacion de esta Ultima resul-
ta dificil mediante los métodos fisicoquimicos corrientes (4).

En este trabajo se describe un sistema para purificar PRL utilizando su marcado
carécter hidrofébico en comparacién con las demas hormonas hipofisiarias, logran-
do un alto rendimiento pero preservando su actividad biolégica.

MATERIALES Y METODOS
Material Blolégico:

Todos los procedimientos se realizaron a 4° C. El material de partida fue el resi-
duo obtenido después de la extraccién de hGH, LH (hormona luteinizante), FSH
{hormona follculo estimulante) y TSH (hormona tirotropica), a partir de glandulas
conservadas congeladas. La PRL se solubilizé a pH 10 segln el procedimiento des-
crito por Rodriguez et al. (5). Las muestras se concentraron por ultrafiltracién previo
ajuste del pH a 8.5.
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Cromatografia de interaccién Hidrofébica-

Se empled como soporte Fenil-Sepharosa CL-4B en proporcién de 10 mg de pro-
teina /g de gel. La muestra cruda de PRL se aplict a la columna equilibrada con ace-
tato de amonio 50 mM. pH 8.5 y se eluyd con el mismo buffer hasta fin de proteina.
La velocidad de elucion fue 20 mi/h y se recogieron fracciones de 5 mi. En seguida
se aplict acetato de amonio 5 mM, pH 8.5 hasta fin de proteina y el material adsorbi-
do se separé con un gradiente de acetonitrilo (0-40%, v/v) en el buffer anterior. (Vo-
lumen total del gradiente 300 ml). El contenido de PRL y hGH de las fracciones elui-
das se establecié por medio de RIA especifico (4, 6) y se midié el contenido de pro-
talna total segun el método de Lowry (7).

Cromatografia de Intercambio lénico:

La PRL proveniente del paso anterior fue sometida a una segunda purificaciéon
mediante cromatografia con DEAE-Celulosa. El material se aplict a una columna (1
x 21 cm) equilibrada con acetato de amonio 20 mM conteniendo 20% de acstonitrilo
(viv) pH 8.5. Se lavé con este buffer a una velocidad de 18 ml/h y se recogieron frac-
ciones de 3 ml. Para la elucidon se utilizé un gradiente de acetato de amonio (0.02 -
0.25 M) en presencia de acetonitrilo al 20% (Volumen total del gradiente 200 ml).

Radioinmunoanilisis:

Para verificar el curso de la purificacion se determind la actividad inmunolégica de
la PRL y otras hormonas presentes por medio radioinmunoandlisis de acuerdo al
procedimiento descrito por Villamil (6).

Electroforesis Analitica:

Se empled el método descrito por Davis (8), utilizando un gel de concentracion (T
= 5.1 C = 2.4) en buffer Tris-CHI 0,5 M, pH 6.9 y un gel de saparacion (T = 7.7C =
2.4) en buffer Tris-HCI 1.5 M, pH = 8.9. El buffer de los tanques fue Tris-Gly pH 8.3
(0.025 M Tris, 0.192 M Gly) con una conductividad de 0.4 mS. La electroforesis se
realiz6 a 40 mA (20 V) y se elevd a 80 mA (400 V) al entrar la muestra al gel de sepa-
racion. Las proteinas fueron filadas y teflidas con solucién de agua: isopropa-
nol:acético (8:1:1) con 0.03% de azul de Coomassie durante toda la noche y se de-
colord con solucion de agua: isopropanoi:acético (8:1:1).

Determinacién del Peso Moleculsr:

Se empled electroforesis en dodecil sulfato de sodio (SDS) segun el método de
Laemii (9). Las muestras fueron preparadas en buffer Tris-HCI 0.0825 M, pH 6.9,
con 5.9% de 2-mercaptoetanol, 2% SDS, 10% glicerina y 0.001% azul de bromofe-

nol. Para establecer los valores de psso molecular se comié simulténeamente una
mezcia de patrones de bajo peso molecular (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia).

Determinacién del Punto lsoeléctrico:

El electroenfoque se hizo en placa de poliacrilamida (T = 5 C=3) con anfolito de
rango 3.5 - 10 (LKB).

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 17 Nos. 1-2(1988) 11



RESULTADOS Y DISCUSION
Cromatografia de Interaccién hidrofébica:

En la Fig. 1 se muestra el perfil de elucién obtenido con el lote de 21 glandulas. En
los picos de proteina denominados A y B no se encontré cantidad apreciable de
PRL. Esta Gitima se separd en el pico obtenido al aplicar el gradiente de acetonitrilo,
segun se estableci6é por RIA. Es interesante observar que la elucion de hGH co-
mienza antes de concluir la de la PRL a pesar de su menor caracter hidrofébico.
Este mismo comportamiento también fue encontrado en un trabajo previo (10), lo
que sugiere que se trata de una especie fuertemente hidrofébica de hGH.

Este paso cromatogréfico permitié separar un alto porcentaje de proteina conta-
minante y aun cuando la separaciéon de PRL y hGH no fue completa, se consiguié un
pico agudo de PRL inmunorreactiva cuando el porcentaje de acetonitrilo fue de
15%. En la Tabla 1 se muestran los valores de proteina y actividad hormonal duran-
te osta etapa, observandose una recuperacién de PRL del 56.7% y un incremento
en la actividad especifica de 10 veces.

Cromatografia del intercambio iénico:

El cromatograma obtenido muestra que con una concentracion 0.12 M (conducti-
vidad 5 mS) de acetato de amonio se logra la desorcién de un pico inmunorreactivo
de PRL, en tanto que la hGH alin presente se separa con una concentracion del gra-
diente de 0.19 M (conductividad 7.5 mS) (Fig. 2).

La efectividad de esta cromatografia se puede constatar en la resolucién de dos
picos agudos, identificados como PRL y hGH por RIA especifico y en el incremento
de los valores finales de actividad especifica (Tabla 2). La recuperacién de PAL fue
de 69.7% y la contaminacién con hGH despreciable. La posible pérdida de hormona
en los dos picos precedentes al principal no arroj6 valores significativos y no se des-
carta el hecho de que existan formas modificadas de carécter fuertemente aniénico
que serian eluidas posteriormente. Esto esta de acuerdo con lo reportado por Ny-
berg et al. (11) donde se evidencia por electroforesis la naturaleza heterogénea de
la proteina.

La recuperacion global del proceso di6 un resultado de 37.6% que en términos
del patrén de referencia corresponde a 7.5 mg de PRL por 100 glandulas. Los valo-
res encontrados por otros investigadores van desde 0.013 mg/100 glandulas (12),
hasta 3.1 mg/ 100 glandulas (13) y 8.6 mg/ 100 glandulas (10), que es hasta el mo-
mento el valor mas alto reportado. El resultado encontrado en este trabajo puede in-
cluirse dentro de los mejores.

Caracterizacion:

La presencia de otras hormonas hipofisiarias en la preparacion final purificada de
PRL di6 para hGH 0.11 Ul/mg de proteina o sea 5%, LH 24 mUl/mg preteina y FSH
2.6 mUl/mg proteina. Estos valores son similares a los reportados por Rathman y
Saxena (3) quienes encontraron un contenido de 0.06 Ul hGH/mg en su prepara-
cién pura de PRL, o al hallado por Roos et al. (13) que fue de 2% para hGH. La con-
taminacion con gonadotropinas fue menor de 0.01% lo cual es despreciable.
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En la Fig. 3 se observa el resultado del analisis electroforético para las distintas
fracciones obtenidas durante la purificacién y la preparacion final liofilizada. La mo-
vilidad electroforética se establecié por comparacién con prolactina radioactiva
(1251-PRL). La hormona purificada mostré 4 bandas cuyas movilidades en conjunto
fueron menores que las observadas en la hGH patron. Este comportamiento es el
esperado a pH 8.5 de acuerdo con los valores de Pl reportados para estas dos hor-
monas.

El pleomorfismo de la PRL encontrado en este trabajo, parece ser una caracteris-
tica comun a las hormonas peptidicas puesto que se observé también en un trabajo
pravio con hGH (4). Esta heterogeneidad a pH alcalino se considera que ocurre por
diferencias en carga y no en conformacién de las moléculas.

La electroforesis con SDS puso también de manifiesto la presencia de varios
componentes electroforéticos, tanto en la forma purificada en este estudio, como
también en los patrones de hGH y PRL utilizados (Fig. 4). Se identificaron por lo me-
nos dos bandas, una con peso 27.000 daltons y otra de 64.000 daltons. La primera
de ellas puede corresponder a la forma monomérica y aunque su peso es un poco
mayor al espcrado (10), la diferencia se puede atribuir al hecho de que el rompi-
miento de la estructura terciaria de la hormona, asociado con la reduccion de los
puentes bisulfuro, puede ocasionar un incremento en el radio de Stoke de la molé-
cula.

Recientemente se han encontrado otras formas adicionales de prolactina huma-
na (29K, 45K y 16K) en homogenizados de pituitaria (14). Ademas se ha demostra-
do que existe una PRL “grande” (60K) (15) que podria ser el resultado de la inclu-
sién de carbohidrato en la molécula.

Como se observa por electroenfoque (Fig. 5) la PRL aquf obtenida se pudo resol-
ver en 4 especies con puntos isoeléctricos en el rango 4.1 - 5.7. Labanda de P15.7
puede corresponder al monémero y las restantes formas 4acidas pueden tener su
origen en la misma pituitaria por accién de proteinasas durante el almacenamiento
de las glandulas, o por cambios ocasionados durante la extraccion y purificacién de
la hormona.

CONCLUSIONES

El procedimiento descrito en este trabajo permite obtener una preparacién de
prolactina humana de pureza y actividad inmunolégica altas. El empleo de la croma-
tografia hidrof6bica es un enfoque reciente en la purificacién de proteinas y se pudo
establecer que permite incrementar la actividad especifica de la prolactina en un
factor de 10, sin alterar la actividad. La purificacién ulterior mediante cromatografia
de intercambio i6nico separé la hormona de crecimiento en forma efectiva.

Se comprobd la existencia de varias especies moleculares con diferencias de

carga y tamaio, con un comportamiento similar al encontrado en el patrén interna-
cional de referencia usado.
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FIGURA 3. ELECTROFORESIS ANALITICA

Columna Muestra Concentracion Volumen

mg/mi ul
1 Extracto salino hipdfisis 11.0 25
2 PRL cruda 1.57 100
3 PRL cruda concentrada 3.6 80
4 PRL post-Fenil-sepharosa 0.19 200
5 PRL post-DEAE-Celulosa 0.09 100
6 PRL post-DEAE-Celulosa 0.09 200
7 PRL final liofilizada 1.0 100
8 hGH Patrén 1.0 100
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FIGURA 4. ELECTROFORESIS EN SDS DE FRACCIONES DE PROLACTINA

Columna Muestra Concentracion Volumen
mg/ml ul

1 Post-Fenil-sepharosa 0.19 200

2 Post-DEAE-Celulosa 0.09 200

3 PRL final liofilizada 1.0 100

4 Patrén Pesos Moleculares 1.0 10

5 PRL Patrén 1.0 100

6 hGH Patrén 1.0 100
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TABLA 1

CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBICA

Fraccion Proteina muUl PRUmgprot UIhGH/mgprot  Rendimiento
(mg) a) b) b) % c)

PRL cruda 331.2 249.0 0.05 100

Pico A 177.8 15.0 N.D. 53.6d)

PicoB 46.5 44.0 N.D. 14.0d)

PRL 13.6 3274.0 0.43 4.1d)

a) Método de Lowry, promedio de 3 determinaciones

b) Método de RIA, promedio de 4 determinaciones

c) Porcentaje de rendimiento de proteina con respecto al total aplicado
c) Proteina total recuperada 71.2%

TABLA 2

PROCESO DE PURIFICACION DE PROLACTINA

Fraccion Proteina Prolactina hGH  Recupe-

mg mUlI ug ul racion
mg prot gland mg prot %

PRL cruda 336.0 250.4 200.3 0.07

Aplicado a

Fenil-Sep. 331.2 249.0 187.0 0.05

Obtenido de

Fenil-Sep. 13.6 3274.0 106 043 56.7

Aplicadoa

DEAE-Cel. 12.6 3274.0 98.2 0.43

Obtenido de

DEAE-Cel. 27 10637.0 684 0.1 69.7

GLOBAL 37.6
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