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INTRODUCAO

A prolactina humana (hPRL) é um hormonio
protéico primariamente secretado pela glandula
hipofisaria anterior. Desde que niveis anormais
de hPRL foram relacionados a inumeras
desordens na fungdao hipofisaria e de
reproducdo, a hPRL é um dos hormonios mais
frequentemente determinados na rotina de
ensaios clinicos.

A hPRL é conhecida por estimular a lactacao,
crescimento e desenvolvimento da glandula
mamaria, mas estd também relacionada com
mais de trezentas fungdes. Apresenta duas
isoformas principais a prolactina ndo glicosilada
(NG-hPRL) e a prolactina glicosilada (G-hPRL)

[1].
OBJETIVO

Analisar o nivel de expressao de prolactina
secretada por células CHO, testando fatores que
segundo a literatura aumentam a sintese de
proteinas recombinantes, como o butirato de
sédio (NaBu).

METODOLOGIA

A hPRL foi obtida a partir de células CHO
transfectadas com o vetor pEDdc — hPRL [1]. As
células CHO foram cultivadas em placas de
cultura de 10 cm de diametro contendo 10 mL
de meio de cultura a-MEM (Minimum Essential
Medium - Alfa), soro bovino fetal dialisado 10%
e 100 nM de metotrexato. A seguir foram
incubadas a 37 °C com 5% de CO, até as células
atingirem confluéncia, sendo entao
ressuspensas utilizando uma solugdo de tripsina
0,05% (p/v) em PBS, e redistribuidas em placas
de 24 cavidades. Em seguida, a cultura foi
submetida a diferentes concentra¢des de NaBu
para avaliar seus efeitos sobre o nivel de
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expressdo de hPRL e sobre o crescimento e
viabilidade celular. Diferentes técnicas fisico-
quimicas e imunoldgicas foram utilizadas para
avaliar a expressao de hPRL.

RESULTADOS

Para avaliar o efeito do NaBu sobre a biossintese
de hPRL, foram coletadas amostras do meio
condicionado de células CHO para a realizacdo
da RP-HPLC e Western blot (figuras 2 e 3). Apds a
purificagdo da hPRL do meio condicionado, as
amostras tratadas ou ndo com NaBu foram
submetidas a analises por HPSEC (figura 4). As
diferentes metodologias empregadas como,
Western blot quanto RP-HPLC e/ou HPSEC
indicam que 1 mM NaBu foi a concentragdo
ideal de tratamento, provendo o maior nivel de
expressdao de hPRL, mantendo ainda uma boa
viabilidade celular e um pequeno decréscimo do
crescimento celular (figura 1).
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Figura 1 - Influéncia do NaBu sobre o (A)
crescimento e (B) viabilidade de células CHO
pEDdc-hPRL.
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Figura 2 - Quantificacdo da produgdo de hPRL
por RP-HPLC a partir do meio de cultivo de
culturas de células CHO pEDdc-hPRL, tratadas
ou ndo tratadas com diferentes concentracdes
de NaBu.
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Figura 3 - Western blot dos pools resultantes
das coletas didrias do meio de cultivo durante
os 10 dias de tratamento com diferentes
concentracées NaBu. DM: dimero de hPRL.
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Figura 4- (A) Quantificacdo da producdo de
hPRL por HPSEC de células CHO pEDdc-hPRL,
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tratadas ou ndo tratadas com diferentes
concentracdes de NaBu. (B) Segundo passo de
purificacdo de hPRL com ~ 97% de pureza.

CONCLUSOES

No presente trabalho, foi avaliado o efeito de
diferentes concentracdes de NaBu sobre a sintese
de hPRL em culturas células CHO modificadas
geneticamente. O tratamento com 1 mM de NaBu
demonstrou um aumento de ~2 vezes sobre a
sintese de hPRL. A adigao do NaBu, provavelmente
ndo afetou a estrutura protéica da hPRL, pois o
tempo de retencdo avaliado por RP-HPLC ou
HPSEC ndo foi alterado, quando comparado ao
controle ndo tratado e ao padrdo de referéncia de
hPRL-Ipen.

No entanto, com apenas 1 mM de NaBu
obtivemos um aumento da sintese de hPRL, com
um menor declinio do crescimento celular,
mantendo a viabilidade celular similar ao controle
nao tratado.

Analises por Western blot também confirmaram
que a adicdo de NaBu a culturas de células CHO
induziram uma maior sintese de hPRL. No entanto,
somente a concentracdo de 1 mM de NaBu
demonstrou um aumento da expressdo de hPRL,
confirmando as analises por RP-HPLC e HPSEC [2].

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1]Soares, C.R.J., Morganti, L., Miloux, B., Lupker,
J.H., Ferrara, P., and Bartolini, P. 2000. High level
synthesis of human prolactin in Chinese Hamster
Ovary cells. Biotechnol. Appl. Biochem. 32:127-
135.

[2]Rodrigues Goulart, H., F. S. Arthuso, M. V. N.
Capone, T. L. Oliveira, P. Bartolini, and C. R. J.
Soares. 2010. Enhancement of Human Prolactin
Synthesis by Sodium Butyrate Addition to Serum-
Free CHO Cell Culture. Journal of Biomedicine and
Biotechnology 2010:1-11.

APOIO FINANCEIRO

CNPq e FAPESP



