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RESUMEN

Se utilizaron diferentes técnicas para determinar las caracteristicas bioquimicas de
las preparaciones de prolactina (Prl) de origen hipofisario con preparados que se
utilizan en centros de investigaciones para el desarrollo de sistemas in vivo e in
vitro, bioandlisis, radioinmunoandisisy andlisisinmunoenziméticos. L os preparados
se analizaron por electroforesis bajo condiciones reductoras (SDS-PAGE),
electrotransferenciaeinmunodeteccién, enfoqueisoel éctrico, cromatografialiquida
dealtapresion (HPLC), y capacidad de unidn areceptoresmicrosomales (RRA). Se
encontrd que en las Prl (s) porcina (pPrl), ovina (oPrl) y humana (hPrl) existen
proporciones significativas delaformaglucosilada (30-40%), no asi enlaPrl bovina
(bPrl) y en la de rata (rPrl). Se comprob6 que es posible detectar impurezas o
mezclas de las diferentes formas moleculares de la Prl presentes en estos
preparados hipofisarios utilizando HPLC. El andlisis por enfoque isoeléctrico
de las Prl (s) hipofisarias de diferentes especies revel6 que en la bPrl exis-
ten 4 isoformas de carga eléctrica, la oPrl y la hPrl estan compuestas por
3 isoformas mientras que la rPrl y la pPrl presentan 1 y 2 isoformas,
respectivamente. Aun se desconoce cuéd podria ser el significado fisiol6gico
de las isoformas de carga eléctrica en la Prl  hipofisaria de diferentes especies.
Segun los resultados obtenidos a partir de las curvas de desplazamiento y de las
gréficas de Scatchard, se encontr6 que existen diferencias entre las constantes
de disociacion (K,) y la capacidad de union de las prolactinas a los receptores
microsomales. Finalmente es necesario conocer con mayor exactitud las
propiedades bioquimicas, inmunolégicas y biologicas de los preparados de las
prolactinas que son utilizadas en diferentes estudios tanto in vivo como in
vitro, porque en esas residen las funciones biol égicas de la hormona. Se confirmé
y se amplié la heterogeneidad estructural de la Prl en diferentes especies de
mamiferos, que dan lugar a la existencia de diferentes variantes moleculares de
lahormonay ala diversidad de funciones que gjerce. Se comprob6 la necesidad
de desarrollar nuevos métodos para el estudio del significado biolégico de la
heterogeneidad estructural de la Prl y de obtener las diferentes variantes
moleculares de la Prl con un alto grado de pureza, que permitan establecer
nuevos métodos cuantitativos, Gtiles para ser aplicados en estudios clinicos y
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bioquimicos. La adecuada comprensién de las modificaciones estructurales
de las Prl y de sus consecuencias bioldgicas, permitiran establecer los
mecanismos de sintesis y secrecion de esta hormona, incluyendo sus
propiedades multifuncionales.

Descriptores  DeCS: PROLACTINA/quimica; IN  VITRO;
ELECTROFORESIS/métodos; ENFOQUE |SOELECTRICO/métodos;

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION/métodos.

Actualmente se considera que la pro-
lactina (Prl) eslahormona més versétil en
términos de sus actividades bioldgica e
inmunol égicay que el nimero defunciones
en las que participa es superior a resto de
las hormonas hipofisarias en su conjunto.
Se han informado mas de 150 acciones
diferentes de la Prl.* ESs una hormona pro-
tefnica con peso molecular (pm) aproxi-
mado de 23 kDay aungue durante muchos
anos se considerd que era producida
exclusivamente por las células somatotro-
pas 0 mamosomatotropas,?investigaciones
realizadas durante | as Ultimas décadas han
demostrado la produccion ectdpica de Prl,
asi como la expresion de su mensajero
(mARN) en unagran variedad de 6rganos,
céulasy tgjidos. LafuentemasricadelaPrl
extrahipofisariaeslaplacenta? perotambién
esproducidapor €l endometrio,* miometrio®
y por € tejido cerebral.® En estudios més
recientes se ha confirmado que células del
sistema inmunol 4gico son capaces de pro-
ducir factores con actividad prolactinica’y
se ha demostrado su expresion génica en
lostimocitos,® célulaslinfoblastoidesdetipo
B °y enloslinfocitos T.104

La secuencia proteinica o del ADN
complementario (cDNA) ha permitido
conocer y establecer laestructura primaria
de la Prl de mas de 25 especies.’? A este
respecto, en la mayoria de las especies
estudiadas, laestructuradelahormonaesta
compuesta por 197-199 residuos de ami-
noécidos, con 3 puentesdisulfurosintraca-
tenarios localizados entre | as posiciones
4-11,58-174y 191-199. LaPrl deprimatesy
la humana,*® ovina,** porcina,*® equinal® y
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la de dromedarios,*” contienen un sitio
unico de glucosilacién situado en la
posicién 31 correspondiente al residuo de
asparagina, adiferenciadeloscocodrilosy
los lagartos,®® en los que se encuentra
ubicado en la posicion 60. Al compararse
las secuencias aminoacidicas de la Prl
contenida en diferentes especies, se
observaun grado variable de homologia, lo
cual reflejaen gran parte, el ordendelasin-
teraccionesfilogenéticas. Entrelasespecies
se han conservado alrededor de 32 resduos
aminoacidicos,® los que aparecen formando
celdas localizadas en 4 regiones distintas
delamoléculay situadas en las posiciones
18-32,58-72,83-98y 160-199. Seconsidera
que éstas celdas forman dominios en la
moléculadelaPrl paralaunion especificaa
receptores y que son importantes para la
regulacion de los multiples efectos
biol 6gicos descritos para ésta hormona.*?

La Prl se caracteriza por su marcado
polimorfismo molecular.*? Dentro deéste se
incluye, en algunas especies, laexistenciade
variantes genéticas de la hormona.? En la
mayoria de las especies estudiadas, laPrl se
encuentra constituida por varias formas
moleculares determinadas por transfor-
meaciones postraduccionales. Dentro de éstas
las mas comunes son aguéllas derivadas de
procesos como la glucosilacion,?® fosfo-
rilacion,® sulfatacion,? desaminacién,?® y
enziméticas®

Durante los dltimos afos, nuestro
laboratorio ha estado interesado en la
busqueda de las posibles relaciones que
existen entre la estructura molecular de la



Prl y lasecrecion inadecuadadelahormona
como causadeinfertilidad. Al mismotiempo
hemos utilizado modelos in vitro con la
finalidad de determinar € significadodelas
diferentesformasmolecularesdelaPrl sobre
laregulacién dealgunasfuncionescelulares
y metabdlicas como son laesteroidogénesis
de las células de ovarios y testiculos,
maduracién folicular, esper-matogénesisy
otras que resultan de interés en la
reproduccion humana. Por otra parte,
hemos desarrollado diferentes procedi-
mientos analiticos para determinar las
actividades biol dgicas e inmunol 6gicas de
laPrl, en estas investigaciones se utilizan,
por razones de costos, preparaciones
provenientes de diferentes especies, con
un grado de purezasimilar al descrito para
la Prl hipofisaria humana.

El objetivo fundamental delapresente
investigaci on fue caracterizar preparadosde
la Prl de diferentes especies y que son
ampliamente utilizadas en estudiosin vivo
einvitro, atravésdeelectroforesisen geles
poliacrilamida, enfoque isoeléctrico, cro-
matografialiquidadealtapresion (HPLC),
incluyendo estudios de unién a receptores
obtenidos de membranas microsomales
(RRA) de higados de ratas gestantes.

METODOS
Reactivos

Utilizamos acrilamiday bisacrilamida
de calidad analitica (British Drug House,
BDH, Poole, Inglaterra), persulfato de
amonio, TEMED, Glicina, TrisHCl y SDS
de calidad analitica (Merck Damstadt,
Alemania), anfolinas de rango de 3,5-10
(LKB, Suecia). Durante el desarrollo del
trabajo empleamos otros reactivos de ca-
lidad analitica o superior.
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Preparados hormonales
analizados

Los siguientes preparados de Prl de
origen hipofisario fueron suministrados
por The National Hormone and Pituitary
Program, the National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, the National Institute of Child
Health and Human Development y the
U.S. Department of Agriculture de los
Estados Unidos: bPrl USDA-bPrl-B-1
(AFP-5300), rPrl NIDDK-rPrl-RP-3
(AFP-4459B),(hPrl) NIDDK-hPrl-B-1
(AFP-8982C),pPrl USDA-pPrI-B-1 (AFP-
5300),0Prl NIAMDD-oPrl-14.

Electroforesis de los distintos tipos
de Prl hipofisaria en presencia de
sulfato dodecilico de sodio
SDS-PAGE) y condiciones
reductoras. Identificacion

por electrotransferencia,
inmunotincion y autorradiografia

Disolvimos los diferentes preparados
de la Prl de origen hipofisario en la
solucién para muestras deLaemmil 2y las
calentamos durante 5 min a 95 °C.

Sometimos las muestras a electrofo-
resis en geles de poliacrilamida a 12,5 %
enpresenciade SDSa 1%y 5% de 3-mer-
captoetanol de acuerdo con el método
descrito previamente.?® Determinamos los
pesos moleculares (pm) a través de una
curva con proteinas de pm conocido y los
analizamos bajo las mismas condiciones
electroforéticas arriba sefialadas.

Transferimos las Prl separadas por
electroforesis en presencia de SDS a
membranas de nitrocelulosa (NTC) en
solucién amortiguadorade SDS-PAGE que
conteniametanol (20 %) de acuerdo con el



método descrito por Tobwin y otros.?
Bloqueamos las membranas de NTC
durante toda la noche a 4 °C con leche
descremada al 5 % en solucién amorti-
guadora de trig/fosfatos salina 0,01 M,pH
7,4 (TFS). Posterior al lavado con la
solucién TFS descrita anteriormente
suplementada con Tween-20a 1% (TFS-
Tween), incubamoslas membranas durante
2 h atemperatura ambiente con suero anti-
hPrl diluido 1:200 en solucién TFS-Tween.
Después de la incubacion, lavamos las
membranas con la solucion TFSy las tra
tamosdurante 2 h a4 °C con 200 000 cprm/mL
de proteina A marcada con 1'% segun €l
método descrito por Thorell y Johannson 0.
Después de eliminar €l exceso de radiac-
tividad mediante lavados con solucién
TFS-Tween, secamos las membranas y
visualizamos los inmunocomplejos por
exposicién autorradiogréfica durante 72 h
a-70 °C y revelado de acuerdo con la
técnica de rutina.

Determinacién del punto
isoeléctrico (pi) de los diferentes
preparados de Prl

Analizamos|os pi(s) delos preparados
de Pri(s) hipofisarias de diferentes
especies por enfoque isoelétrico en geles
de poliacrilamida a 0,5 % que contenian
anfolitas en un rango de pH 3,5-10 de
acuerdo con la metodologia recomendada
por el fabricante3* Al finalizar, los geles
fueron fijados en una solucion de &cido
tricloroacético al 50 % y teflidos con azul
de coomasie al 0,4 %. Analizamos las
bandas producidas por cada una de las
Pri(s) hipofisarias en un densitometro
laser de barrido (LKB, Suecia). Deter-
minamos los valores de pi(s) y los compa:
ramos contra un patron de referencia
comercial (SERVA, Feinbichemica,
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Suiza) analizado bajo las mismas con-
diciones.

Determinacién de los patrones de
elucién de la Prl hipdfisaria de
diferentes especies por
cromatografia liquida de

alta presién (HPLC)

Diluimos la Prl hipofisaria obtenida
de diferentes especies en una solucién
amortiguadora de fosfato (PBS 0.1M; pH
7,4) a una concentracién de 5 pg/mL.
Cromatografiamos alicuotas (20 L) de
esta solucién en una columna TSK-2 000
(Tokyo, Japdn) y laequilibramos con PBS
a un flujo de 0,5 mL/min. Se obtuvieron
los tiempos de retencion de las distintas
muestras analizadas de manera continua a
280 nm.

Determinacién de la capacidad de
unién de la Prl hipofisaria de
diferentes especies a receptores
microsomales del higado de la rata

Realizamos este andlisis de acuerdo
con la metodologia descrita por Posner y
Kelly.®2 Obtuvimos las membranas micro-
somales por centrifugacion diferencial .

RESULTADOS

Analisis por electroforesis en geles
de polacrilamida, inmunodeteccion
y autorradiografia de las Pris
obtenidas de diferentes especies

Segun los patrones electroforéticos
de cada uno de los preparados de las dife-
rentes Prl(s) analizadas, en los preparados



oPrl pPrl hPrl

de oPrl, pPrl y hPrl observamos 2 bandas
de pesos moleculares que oscilaron entre
23y 25 kDa. La bPrl y larPrl, se carac-
terizaron por una banda Unica con pm
aproximado de 24 kDa. Como se observa
en lafigural, los preparados de oPrl, pPrl
y hPrl de origen hipofisario se caracteriza-
ron por la presencia de 2 bandas protei-
nicas con pesos moleculares idénticos. La
banda mayoritaria tiene un pm aproximado
de 23 kDaque representaaproximadamente
el 70 % del contenido de la Prl inmu-
norreactiva y que corresponde a la forma
monomérica de lahormona. Laotrabanda
de 25 kDa, corresponde a la forma glu-
cosilada de la hormona y represent6 el
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FIG. 1. Separacion electroforética
de los diistintos tipos de prolactina:
prolactina ovina (oPrl), por-
cina (pPrl), humana (hPrl), de
rPrl bPrl rata (rPrl) y bovina (bPrl).

resto del contenido total de la Prl en las
muestras. LarPrl y la bPrl se caracteriza-
ron por unabanda Uinicacon pm de 24 kDa.

Cromatografia HPLC de los
preparados de Prl hipofisaria
de distintas especies

De acuerdo con los patrones de
elucién por HPLC, los diferentes pre-
parados de Prl se resolvieron general-
mente en una sola area cuyos tiempos de
retencion aparecen enlatablal. En el caso
de la hPrl, encontramos una zona de elu-
cién con tiempo de retencion de 30,67 min.



La pPrl presenta un &rea méxima de elu- TABLA 2. Valores de puntos isoelétricos determinados

cion COﬂtiGTlpO deratencionde30.92 min. para las diferentes isoformas de los preparados de
’ prolactina
TABLA 1. Tiempos de retencién obtenidos para el Tipo de Bandas Pl
componente principal de Prl separado por Prl observadas determinado
cromatografia de gel filtracién en HPLC
, ; , —— bPrl 1 6,6
Tipo de prolactina Tiempo de retencion (min) 2 6.2
pPrl 30,92 3 6.0
oPrl 31,56 4 5,8
rPri 30,57 oPrl 1 6.2
bPrl 34,32 2 6,0
hPrl 30,67 3 5,0
rPrl 1 6,8
pPrl 1 6,3
2 6,0
. . 7 hPrl 1 59
Determinacion del punto 5 53
isoeléctrico (pi) de la Prl hipofisaria 3 5,6

de diferentes especies

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD

En la tabla 2 se pueden observar los DE UNION A RECEPTORES
pi(s) paralas diferentes Prl(s) hipofisarias
estudiadas. Con excepcion delarPrl, todas MICROSOMALES

las demés mostraron varios componentes . )

definidos de pH. ParalabPrl, observamos En lafigura 2 aparecen las diferentes
4 bandas con pi que oscilaron entre 5,8 y curvas de desplazamiento obtenidas con
6,6 unidades de pH. los distintos preparados de las Pri(s)
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FIG. 2. Curvas de desplazamiento —@— oP1l —4— Pl
de la unién de los distintos tipos - bPi] \ oPrl

de prolactinas a sus recepto-
res. —O— hPrl
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hipofisarias. En éste andlisis emplea-
mos 150 pg de proteinade lafraccion mi-
crosomal hepética los cuales incubamos
en presencia de concentraciones crecientes
de las Prl(s) hipofisarias de diferentes
especies(3,9-1000ng) y de2ngdel Z=-hPrl.
La fraccion libre (L) de la unidad (U) la
separamos por centrifugacién y graficamos
los porcentgjesde hormonaunidaa receptor
contra las concentraciones de la hormona
no radiactiva para congtruir las curvas de
desplazamiento caracteristi-cas para las
distintas Prl(s) hipofisarias analizadas. En
la figura 3 se muestran las gréficas de
Scatchard de los distintos tipos de Pri(s)
construidas a partir de los datos de las
curvas de desplazamientos.

En la tabla 3 expresamos los valores
de actividad biolégica informados para
cada uno de los preparados de Prl(s) hipo-
fisarias. Los autores no especifican cudles
fueron los métodos utilizados para deter-
minar la actividad biol dgica.
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FIG.3. Ploteo de Scatchard de
las prolactinas de diferentes
especies.

TABLA 3. Valores de actividad biolégica reportados
para los distintos preparados de prolactina hipofisaria

Tipo Codigo Actividad

de Prl (NIH) biologica(Ul/mg)
rPrl NIDDK-rPrl-RP-(AFP-4459B) 30,0
bPrl USDA-bPrl-B1(AFP-5300) 13,0
hPrl NIDDK-hPriB-1(AFP-8982 C) 40,0
pPrl USDA-pPrl-B-(AFP-5300) 34,0
oPrl  NIAMDD-oPrl-14 38,9

En latabla 4 aparecen los valores de
Kd y Ka encontrados para las Prl(s)
hipofisarias de diferentes especies. La
mayor afinidad por el receptor microsomal
lo mostr6 la hPrl, (K, de 3,16 x10" M),
seguido por labPrl y laoPrl con valoresde
K,de 3,15 x 10 "y 1,94 x 10" M,
respectivamente.

TABLA 4. Constantes de disociacién (Kd) y de afinidad
(Ka) para los diferentes tipos de prolactina hipofisaria

Hormona Ka (M) Kd (M)
bPrl 3,15 x 107 3,18 x 10°®
oPrl 1,94 x 107 5,15 x 10°®
hPrl 3,16 x 107 3,16 x 10°®
pPrl 2,25 x 107
rPrl 1,67 x 107




DISCUSION

Durante los dltimos afios se ha
considerado al polimorfismo molecular
de laPrl como uno de los mecanismos de
regulacion delaactividad biolégicay vida
media de |la hormona. Esta propiedad
permitealaPrl participar enlamodulacién
y regulacion in vivo de un nimero
importante de funciones bioquimicas y
fisiolégicas. Parte del polimorfismo
molecular delaPrl se debe alaasociacion
de mondmeros, por lo que es posible en-
contrar en la circulacién, ademas de la
formamonoméricamayoritaria, lasvariantes
diméricas (big) y poliméricas (big-big) de
lahormona. Algunos autores han sugerido
gue las proporciones entre estas formas
circulantes de alto peso molecular pueden
variar en ciertos estados fisiol6gicos y
patol 6gicos como son el embarazo, la
hiperprolactinemia con funcién ovarica
conservaday lahiperprolactinemiade origen
tumoral 3337

El polimorfismo molecular de la Prl
también puede asociarse a modificaciones
de la molécula por enzimas de naturaleza
proteolitica que dan lugar ala generacién
de péptidos con grados variables de
actividad biolégica. * Durante afios se
conoce de la existencia de variantes
molecularesdelaPrl asociadasamodifica
ciones postransduccionales. Dentro de
éstaslas masrepresentativas son lasformas
glucosiladas, fosforiladas, desaminadas y
sulfatadas. La especie glucosilada, con
excepcion del bovino, se encuentra en la
mayoria de las especies de mamiferos que
se han estudiado.®+

Nuestros resultados concuerdan con
estas observaciones y confirman que la
forma glucosilada de la Prl, es la
modificacion postransduccional mas
frecuente en las especies estudiadas. En
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todos | os preparados analizados observa-
mos lavariante glucoslada de la Prl que, en
algunos casos, representd hasta el 50 %
del contenido hormonal total.*? La bPrl no
contiene unafraccion glucosiladay en esta
especie predomina la variante sulfatada.
Aungue los informes relacionados con la
actividad biologica de la Prl glucosilada
son contradictorios,*“® |a mayoria de los
autores han demostrado que es inferior a
lade su contraparte no glucosilada.*4’Sin
embargo, como la glucosilacion altera en
forma selectiva la actividad biolégica de
laPrl,* losresultados pueden ser variables
y depender tanto del sistemade bicandlisis
gue se utilice, como de determinadas
condicionesfisiolégicas. Larelacion entre
las proporciones de prolactina glucosilada
y no glucosilada dentro de lacomposicion
delosdiferentes preparados que se utilizan
en las investigaciones es un factor que
debe ser considerado, porque |os métodos
actuales para obtener Prl altamente
purificada no excluyen la posibilidad de
guelos preparados contengan determinadas
proporciones de la hormona estructu-
ralmente modificada por sucesos postrans-
duccionales.

La cromatografia liquida de dta reso-
lucién (HPLC) en filtracién en gel de los
diferentes preparados analizados y con
grados comparables de purificacion de-
mostré quelahPrl presentael mayor grado
de variabilidad molecular.

Estos resultados estan de acuerdo con
los obtenidos por SDS-PAGE. Entodoslos
casos, lamayor concentracion dela Prl se
resolvid en una sola érea con tiempos de
retencion similares, excepto para e caso
de la bPrl, que mostré tiempos de reten-
cion mayores. Es posible que los grupos
sulfatos presentes en la molécula de bPrl,
modifiquen el patrén de elucién por gel
filtracién de la hormona



El polimorfismo molecular dela Prl se
expresa por la existencia de diferentes
formasmolecularesdelahormona, lascuales
pueden estar presentes en la circulacion, asi
como en sitios de su sintesis y en depdsitos
metabdlicos. Estas formas pueden ser
agregados moleculares, escinciones, dele-
ciones o pérdidas de determinados frag-
mentos de la molécula y cambios estruc-
turales de tipo postransduccionades. Segin
nuestros resultados, en los preparados de la
Prl hipofisaria de diferentes especiesexisten
isoformas de la hormona que se diferencian
por su punto isoeléctrico. De acuerdo con
los resultados obtenidos por SDS-PAGE, la
bPrl es un preparado de composicion
molecular homogénea; sin embargo, se
encontro que existen 4 isoformas con
vaoresdepi enun rango comprendido entre
5,8y 6,6 lo que pudiera tener algin
significadofisiolégico.

Durante los ultimos afios se han
descrito diferentes métodos para determinar
la actividad biolégica de las hormonas
lactogénicas. “° Hasta el presente todos
los procedimientos utilizados poseen ven-
tajas y desventajas. El RRA es (til para
determinar la capacidad de la hormona de
ser reconocida por los receptores de
membrana, pero no asi parapredecir cambios
relacionados con latransduccién delasefid.
Nuestros resultados coinciden con los de
otros autores que han demostrado que en el
andlisis por RRA, la menor capacidad de
union para las hormonas se obtiene en
sistemas homdlogos, sin que exista hasta
el momento una explicacion concluyente*

Cuando se andizan conjuntamente los
resultados de la unién de los distintos

preparados de Prl(s) hipofisaria a los
receptores microsomales y sus Kd con los
valores de actividad bioldgica informados
por los suministradores, se observa una
marcada discordancia. Esto demuestra
claramente, que los preparados hormonales
de origen hipofisario, pueden mostrar
una actividad biolégica que va a ser de-
pendiente del tipo de bioensayo utilizado
y del origen del preparado analizado.

En conclusion, es sumamente impor-
tante elegir el tipo de Prl a ser utilizada
para el desarrollo de experimentos bajo
condiciones in vivo 0 in vitro. Las razones
se encuentran rel acionadas con € origen del
preparado hormonal, incluyendo su
estructura y composicion, asi como la
heterogeneidad molecular y eléctrica,
ademés de la propia actividad biolégica de
preparado. Es probable que durante €l
proceso de purificacion de la Prl ocurran
cambios en la estructura de las moléculas
como son la formacion de agregados,
escinciones proteoliticas y la formacion de
combinaciones entre mondmeros glucosila-
dos y no glucosilados. Estas variaciones
estructurales podrian alterar en forma
definitiva las caracteristicas bioquimicas y
biolégicas de los preparados hormonales
gue se utilizan con fines experimentaes.
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SUMMARY

Different techniques were used to determine the biochemical characteristics of
the Prolactin (Prl) preparations of hypophyseal origin with preparationsthat are
used in research centers for the development of in vitro and in vivo systems,



bioanalyses, radioimmunoanalyses and immunoenzimeatic anayses. The preparations
were analyzed by electrophoresis under reducing conditions (SDS-PAGE),
electrotrasnference and immunodetection, isoel ectric focussing, high pressureliquid
chromatography (HPLC) and binding capacity to microsomal receptors (RRA). It
was observed that in the porcine Prl (pPrl), ovine Prl (oPrl) and human Prl (hPrl)
there are significant proportions of the glycosilated form (30-40%) that are not
foundinthebovinePrl (bPrl) andintherat Prl (rPrl). It was proved that itispossible
to detect impurities or mixtures of the different molecular formsof Prl that appear in
these hypophyseal preparationsby using HPLC. Theanalysisby isoelectric focussing
of the hypophyseal prolactins of different speciesrevealed that in the bPrl there are
4isoformsof electric charge, that the oPrl and the hPrl are composed of 3isoforms,
whereastherPrl and the pPrl havel and 2 isoforms, respectively. Thephysiological
meaning of theisoforms of electric charge in the hypophyseal Prl of different
speciesis still unknown. According to the results obtained from the displacement
curvesand from the Scatchard graphs, it wasfound that there are differencesamong
the dissociation constants (K ) and the binding capacity of prolactinsto microsomal
receptors. Finaly, it is necessary to know with more precision the biochemical,
immunological and biological properties of the preparations of prolactins that are
used in different studies, both in vivo andin vitro, since that’s where the biological
functions of the hormone are. The structural heterogeneity of the Prl was confirmed
and widened in different species of mammalsgiving risetotheexistenceof different
molecular variants of the hormone and to the diversity of functionsit performs. The
need to develop new methods for studying the biological meaning of the structural
heterogeneity of Prl and to obtain different molecular variants of Prl with adegree
of purity that allow to establish new quantitative methods useful to be applied in
clinical and biochemical studies was proved. The adequate understanding of the
structural modifications of prolactins and of their biological consequences will
make possible to establish the synthesis and secretion mechanisms of thishormone,
including itsmultifunctional properties.

Qubject headings: PROLACTIN/chemical; IN VITRO; ELECTROPHORES S/methods;
ISOEL ECTRIC FOCUSING/methods; CHROMATOGRAPHY, HIGH PRESSURE
LIQUID/methods.
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