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CARACTERIZACAD DA LIGACAD 00 HORMGNID DE CRESCIMENTD
HUMAMD & MEMERAMA MICROSEOMAL DE FIGADOD
DE MULHER GRAVIDA

Esther Piltcher Haber

RESUMD

0 presente trabalhao descrewve algumas das
caracteristicas da ligagda ¢o hgrmdnio de crescimento em um  sistema
homologa, usando GH humane 2 membrana microssomal obtida de figado de
mulher gravida. fom a adicio de 1568@ cpm de 129nBH a 2@ uL de
membranz microssomal (2.5 mgsmby, a lzgap3p especifica variou de 2@ a
48% A ligagioc de 129[-nGH & frag3o microssomal de figado de mulher
gravida depende da concentracio de receptores. tempc e temperatura de
incubacioc, da presencga de cdtions divalentes (Ca*2 pu Ma*2r e do soro
sem hGH

6 analise de Scatchard, constatou-s¢ a existéncila ds
uma nova classe de receptor especifico para hfIH, sugerinda a presenca
de dois sitios de [igagdy com afinidades diferentes no figado humano.
Um dos sitips de Ii9ac3c tem uma constante de afinidade (KA da mesma
ordem de magnitude dos previamente encontrades em figado humano
(@ 9 x 187 M~ 1) e linfdcitas (1.3 x 1Y M~ 1) enquanto que ¢ outra tem

um valor de KA 2@ vezes maior
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oo T oLGM em Loncontragign oate  S53 agsmb. 2 hormdniu lacLodgérn:ao

ciAacPntArio  em altas contentracdes desluocow ~S-I-wBH Ccom o uma potEnc:is
relativa de # 3¥. A competigac e PL com o RTH na ligaclioc 3 seus
prEptores hepaticos ocorre pelo faks do wPL apressntar  BSL O de
homologia em sua estruitura primarzia em re2lag3o zo RGH

Quande amostras ram diferentes concentracdes de  hGH

foram testadas pelo presente ensalo, uma boa coarrelac3c fol obserwvada

Entre 3% gstimativas das concentracoes CErlCaS obtidas POY
FTagiglmunoeEnsald = ensaio imurorragiometrico. AssIm cendo, Zste
rafdiorreceptorensalio, com  uma semsloilidade de .46 uof/L GH no soro,

pode  ser usado 2fara dosagem dos ailvels séricas de  hGH foara  da

gravldez



CHARACTERIZATION OF HUMANW GROEWTH HORMDME 3JINAIMG
TO MICROSOMAL MEMHRANE FROM
FREGHMANMT WOMAM LIVER

Ecther FPiltcher Haber

ABSTRACT

The present investigation describes some
characteristics of growtk kaormone binding 1n an homologous  sysltem,
using hGH amd microsamal membrane chtained from liver of pregnapt
woman .  Whit the addition of 1952@@ cam lE3I-hGH ta P@ ulL of microsomal
membrane (2.3 masmL), the specaf:c binding ranged from 20 to 4% The
12311 GH binding to the microsomal fFraction of pregrnant liver depends
on  the receptor concentration, time and temperature of incubation,
presence of davalent cations (Ca*? or Me*E) and serum without hGH

Sratchard analysis L1wndifated the exaiztence af a new
class of specific receptor to ROGH, =zuggesting the presence of  two
binding =1tes with dJdifferent affinities tn the liver of pregnant
Women One of these binding sites has one affinilty canstant (KA of
the same order of magnltude a5 arevioudsld reported Lo Luman liver
(32 9 x 1987 M~1) and lymphocqates (1.3 t1@® M1y, while the KA af the

other 15 £9 times higher
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Humarn arplailbin was smeffarTive n glsplacing LES1-hGH

+

M LAOncEntracipn e o 2%9 ngsml Lactogern placental  Sormone  1n
nignar saruin lewels displaced 1ES9T—kGH wits a @.2% relit.ve  patency
The competition of HPL  with 123I-h3H 1n binding *c  1ts hepatic
FRCPRREAOYS  occurs due to Yhe farr that RPL shows BSX homologe with  GH
In primary structure.

When samples with different serum lewvels of hOGH were
tested hy the presenrt as<ay, a good correlation was gbserved wWith the
gatitmates of serum concentrations cbitained by radicimmunpassay  and
immunoradiometric assay Thus, this radiorrecptor, whit a .6 ug/L

GH serum =sensitivity, may provide z useful assay for the dosage of

seric levels of hiGH gut of pregnancy
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1 INTRDOUCAOD

0 hormonio de crescimento humang (RGHY, produzido erla
glandula piktuitaria, exibe miltipleos efeitos bhinlogicos in vivo sendn
aue algumas acoes metabolicas s3c i1nduzidas diretamente, em assocClagac
com cortisnl, como intoler3ancia a glicosae, gfeito anti-insulina.

aumenktp de lipodlise e cetogenese.

Fste hormdnio atus tambem indiretamente, tnteragindo
Com os sitigs veceplores presentes no Ffigado com producic de
comatomedina (IGF-i), gue, na presenga de hprmdnios tireocideanos,
esxerce  influéncia prepgnderante no crescimento estatural (73). Alem

dissa, a hGH estimula a sintese de proteinas ¢ RNA polimerase no
figado (48) ¢ a atividade de enzimas como ornttina descarboxilase (44D
e gluramato desidrogenase (137

Fmbora muitos detalhes concernentes & forma de atuagio
deste hormbOnioc peptidico sejam ainda desconhecidos, sabe-se qQque a
Primeira e2tapa na acao blalodgica do hormdnic de crescimento (GH)
reside na ligacao de hormBnioc an seu receptor especifico situado na
superficlie da membrana plasmatica do tecido alvo (78). Esta 1nteracao

horminig-receptor e precedida por uma serie de eventos celulares



L

gue passibilitam a eupres<€io de um Bu mals eventas metabodlicos  do

harmdnlo de crescimenta humano (250 .

Fnsalos cam radiorreceptares {RRE) tEm sido
desenvnlwvido para warlos hormonios rolipepbtidicos = proteinas,
iaclulndo GH (293 Ma malaria dos radiorreceptores, fracoes de
membrana plasmatica obkidas por homogenelzagao e centrifugacin

difarencial de tecidos tem sido utilizado como fonte de receptares
hormonais Lesniak (5@) wsou coultura de linforitos humanos para
desenval ver um radiarreceptorensalo para LE3I-hGH Devide a
considerzve] evideéncia aue um das principals sitios de agRo da hGH e o
figado (64}, outrps pesquisadares examinaram a ligagio do 1Z31-hGH a
fracdes de membrana hepatica de ratos, coelhos e oqubtras especies
(Tabela 1.

Uma maiar dificuldade na interpretacic dos dados no
mecanismnz  de acdo do GH, a mivel celular, tem sido o usa frequente do
hGH como tigante marcade para a analiise de ligag8c em sistemas
heteraologos A maloria dos estudos tem sido realizado com rodentes
(ratos. <camundongos) ou rcoelhos usanda GH humanoe como ligante. E
surpreendente, portanto, que relativamente poucos estudos existem com
o usa de sistemas ligante e receptar komologos, isto e, a ligag3aa do
GH tumano a tecidos humanos (17, 43).

Entretantao, observou—se 4que a quantidade de recertores

para o hiGH depende do sexo e estado fisiclosico do  qual as

FOMISSAD NACION/L DE FKERGIA NUICIFAR/SP - IPEN



TADELA I
Distribuiclc de receptores de GH em tecidos

Adiposn Hato Gorin et al, 1984
Roupas et al, 1988
Fagin gt al, 1908
Gricktaing et al, 1988
Gawin et al, 1782

Owelha Chan et al, 1778
Coragan Macaco Posner et al, 1974
Coelhao Herington st al, 1984
Fim Coelho Roguin et al, 1981
Herington et al, 1984
Hatao Roguin et al, 1981
Figadao Cobalra Posner et al, 1974
Humano Carr and Friesen, 1978
D' Abronzo, 1983
Camundongo Posner 2t al, 1774
Herinaten =t al, 1788
Pombo Posner et al, 1974
Coelha Posner et al, 1?74
Carvalho g2t al, 1979
Webb, 1984

Hughes et zl, 1979

Waters and Friesen, 1779
Rato Postel-Vinay, (977

Moore et al, 1981

fanke et al, 1%7&

Turyn and Dellacha, 1978
Ovelka Posner =t al, 1%74

Chan #t at, 1978

Gluckman 2t al, 1983

Vaca . Badinga et &], 1987
Breier et al, 780
Porco Chung and Etherton, 1984
Fibroblastao Humano Murphy et zal, 1983
Camundongo Murphy 2t al, 1983
lLinfocitos Humano Lesniak et 2l ,1973,.197a, 1%77

fsakawa et =1, 19Bé
Kiess and Butenendb, 1985
Misculp Rato Posner gt al, 1974
Coelho Herington, 1984
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membranas hepatilicas sd3o0 obbtidas (33, 34, 42, 45, 673 Assim, FOr
ensa1p com radiorreceptores, ohteve-se maiores niwveirs de ligagao
especifica da 1237-hGH a refeptur95 de microssoma hepatlco de mulheres
grividas gque em n3g-gravidas (17)

Fstudos prdvies (15, 16, 39, 79) 1indicam oue perfis de
filtrac3o em gel e padrdes eletroforeticos de '831-HGH eram alterados
rela adic3o de ou ¢re-i1ncubacie com sarg humana, de coelhos e de ratos
nas rteagcoes de ligacao do khormdnin de crescimento ag sey  recevtar
especifico. Fnkretanta, nenhuam rgsultado gquanto a natureza,
caracterizagdo ou especificidade destas alteracies fol revelada.

Em adigao, uma proteina especifica carregadora de  GH
(PC-GHY tYtem si1do demonstrada por tédcnica de filtracio em gel em soaro
de coelhgs (BF) com raracteristicas estrutursis semeihantes ao
receptor de GH em membranas plasmiticas de coelhos. Foi bambém
reconhecido em saro humano (5, 38 uma proteina com ligacldc especifica
an hormdnlo de crescimento humano.Em nenkum destes casos, 3 Proteina
carregadora feo1 detectada previamente por nap precilpitar no ensaio de
ligacao geralmente usado para medir a ligac3o do GH ag receptor (35,
A4, 3B, 7&, B7).

Fecquisas realizadas com anticerpos maonoclonais contra
o receptor de figase de coelhas tém sugerideo gue a proteina
carregadora plasmatica e bastante relacionada ao receptor hepatico (4,

&, B7) tanto eatruturalmente quanto funcionalmente.




A purifiracio do receptor de GH em figado de rtoelhos e
da praoteina carregadora de GH em soro de coelhos tem cido recentemente
investigada {33, 74). As sequéncias de aminpacidos da povg3c termamal
do recector de GH & da eroteina carregadora serica  s3o 1dénticas,
comprovando que & probeina carregadora ¢ 3 porcac extra-celular do
receptor pepecifico do GBH sitwado ma membrana {S3, 72).

) reconhecimentno gque Ffigado de mulher grivida contem
receptores para hormdnis de crescimenkto (17) & de interesse desde aue
o figado pode ser o erincipal teécido alvo do hermonio de crescimento e
tambem porgque o figado de mulher gravida tem sido usadp com exMi1to em
radiorreceptorenszaino Fara hormonio de crescimento. Erntretantn,
raracteristicas de interagdo enktre o0 hormdénic de crescimento e o seu
gitio de ligac3o no figado nap tem sido descrito em detalhes.

Foi descoberto, recentemente, por #nsalda com anticorpos

monoc lonais, uma wvarlankte placentaria do hormdrig de crescimentao
bumano (RPGH), distinta do hormdnio de crescimento pituiltario (hGH?}
(2g, 31, 383 Esta wvariante de GH aparece ha segunda metade da

gravides Pr s2uts nivels sericos aumentam progressivamente ate o terma,
enaquanto que a ¢oncentragdo do hGH declina apos a segunda metade da
gravidezs (31}, Pela tecnica de ONA recombinante (48) Ffoi demonstrado
que a variante placentaria do hormén:io de crescimento difere do GH

prtuwitdarioc em 14 aminoacidos. A caparidade de ligsacdo do GH




priuitario aos receptnres de superficlie cerlulares foi testada eor
ensa1g rom radiorreceptores usando 1infocitos humanas (33, G313 @
membrana de figado de coelha gravida (47, 82, H1) como sitios de
l1gardo 0O GH placentdrio apresentou SP = 190% de atividade em relacao
ao 6H pitultiério, respectivamente, no ensaio com linfocites e cCom
receptores hepaticos, apresentando curvas dose-resposta paralelas em
ambas sistemas (42}

Como Lma  Primelra etapa no entendimento do
ramportamento dos siti1os de ligacd3o, a varacterizacgda da reagan de
ligmgdo € requerida. 0 presentie trabalho descreve, portanto, atgumas
das cararcteristicas da ligagio ﬁu.hormﬁniu de grescimentg em  um
=1wtema homologo, usando BH khumano e membrana microssomal opaotida de
figado de muliheres grividas normais

Dutro propdsite desta 1nvestigacic e o de estudar 3
validade do wsa de receptores de figado de mulher gravida na
determinacio da concentracda seérica do hormonio de crescimento
pitultario para fins de diagnodstico de desordens de crescaimento.

Em adig¢ao. testgu-s¢ a3 capacidade de ligagao do GH
placentario, presente em amastras séricas de mulkeres grawvidas, aos

microtcsoma hepatticos de mulheres griwvidas.
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2 MATERIAL £ M&TODD

2 1. Obtencio de figado de mulher gravida

Foram obtidos guatro figados de mulheres gravidas no

Servigo de Verificacdo de Obitos da Capital (580 Paulo? durankte as
sess0es  de autadpsias, ate 12 horas apds o ohito Foram selecionados
figados com aspectd macroscoplco normal, preferindo-se as martes

decorrentes de doencas cardriovasculares

2.2 Preparo de receptores de hGH-

s amostras hepaticas obtidas foram picadas em fracies
de OB @ com uma tesoura de ponta fina & armazenadas em placas de Febri
a =29°C pu processadas 1mediatamente. Cada amostra de 5@ g9 foi
homogenei1zada em wm liquidificador WalitaR com 250 mL de =acarose @ 3
M, a APC, por dois minutos (FIG.1). O homogeneizado fo: centrifugado a
19288 = g por 19 minutos em uma centrifuga Soarvall e o Eﬂbrenadgnte

foi recentrifugado a 1009@¢ » o ror © horas, a 49C.




FIGADD DE MULHER GRAVIDA

FRAFCDES DE Seg DE TECIDD HEPATICD
PICADAS TOM UMA TESOURA DE PONTA FIMA

ARMAZENAMENTO A& — 28°C 0OU
PROCESSAMENTO IMEDIATO

HOMOGENEIZACAQ NO | IQUILCIFICADDR
COM P58 ML SACARDSE ©.3M/4°C/2 MIN

CENTRIFUGACAD DO HOMOGENEIZADO
19 000 G/49C/19 MIN

CENTRIFUGACAO DO SOBRENADANTE
126.208 G/49C/2 HS

OBTENLCAGD DD PRECIPITADO:
FRACAD MICROSSOMAL

FIG 1. ESQUEMA RESLUMIDD DD PROCESS0 DE PREPARALAD
MICRDSSOMAL DO FIGADD DE MULHER GRAVIDA.

DA

FRACAD




1

7 precipitado, contendo membranas citopluasmaticas, wolirribgssomas e
aparrlhe de  (Gglgl, constitul a chamada fracdo microssomal. Hestas
memhranas enfontram-se receptores hormonals, fgr exemplo, dgo hormonico
de cresciments & lnsulina 0Os microssomas foram suspensos em tampido
Trais (Trais 23 mM, pH 7 4, azgida sddica @.2%) ¢ aliguotas Jde 2 mL foram
Aarmarenados A -2@9C até seu uso. A quantidade de microssomas das

suspensies fo1 determinada pelo teor de proteinas (73)

7 1 Hormonios usados

Duas preparacies de hGH foram usadas: preparacio  hGH
AFP-47%38, generosamente fornecida pelo NIANDK (Mational Institute of
Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Oiseases — NIM) e hGH-HC,
preparade no Laboratdrio de Fesgquisas Clinicas da 1a. Clinaica Médara
da faculdade de Medicina da USFE (&1,

Outroe hormdnios usados no teste de especificidade da
ligacao foram horménio lactogénic placentario humansn  (hPL) 2

praolactina kumana (hPRI.), fornec:idos pelo NIADDK .



2 4 Radipiodacipc dos hormonios

0 hormdnio de crescimento humano fo1 marcado com 1237
de acordo com o metada de Greenwood & Hunter (2B com algumas
mpdificacles (39} Adicionaram-se, sequencialmente, em um tubo de
widra 12 = &8 mm, 5 ug de GH-HC diluido em 29 ulL de tampioc foafato & P
M, pH 7 4 & L mCi de 1T91 sgh a forma de 1odeto de sodic livre de
carreador Apds hompgeneizacao, foram plpetados Eﬂ;uL de soidgao de
claramina T contendo 1.4 ma/mL em tampac fosfato & 865 M, pH 7 4 Apas
19 =segundos de agitacio susve, adiciprnou—-se 2@ ul de solugsoc de
metabissul fite de sbdaip cantendo P.o mgsmb em tamp3oc foasfato @.85 M,
pH 7 4, cSeguido de t mL de Tris-BSA {(tampac Tris 1& mH mais
sorgalbumina bovina @ 1%, eH ?.41..

0 horménic lactogeénio placentario humang & a prolactina

humanza foram marcados da mesma forma.




2.9 Purificacio de hormdnic 10dada

Tode livre e hormdnic degradado foram separados  do
12597-hGH intacto por Ffiltrag3o em gel. & mistura de 1odacio foi
apiicada  em uma caluna de vidro (1 w» 358 mm). contendo Sephadew G-735
previamente equllibrada com tampag Tris-HC1 18 mM, pH 7.4, contendo
albumina bovina @ 1X. Coletaram-se aligquotas de @. B mL com um Fluxo de
c2. 5 wlLshara, em um coletar de fragoes 700@ Ultrorac LKEB, a 4Y%C, em EB@
tubos de vaidrao (13 % 10@ mm). Pars determinacdo do perfil de eluicia,
conktaram-=e 1B .l de cada tubo no detector de radiacic gama  (Gamma
4@2¢, Heckman)

A FIG.2 apresenta o perfil de filtragso em Sephadex
G=70 do hGH marcado. A pugi;ﬁu do pi1co no perfil de cromatografia
permite a identificagag e rendimento da marcacio da horménig de
crescimento marcado com 1891, Assim sendo, foram i1dentificados 3 picos
neste pearfil o primeiro correspondendoc 3o hGH agregado e 3 albumira
iadada, v s@gunda ao 183 1-hiH integro e o terceira aoc 1257 1ivre. Ds
conteudas dos tuhos que apresentaram maiares nivels de atividade no
segunda pica foram misturados de modo a se gbter, no fihal, 2.4 mL de
1251-hBH integra. A seguir, esta mistura foi congelada a -229C por um
periodo de 3@ dias. Considerou-se uma boa eficiéncia de marcagap
quando 794 opu mars da radiocatividade total correspondia ag pico dao
12851-hGH no perfil de cromatografias. A atividade especifica do 12371~

hGH wvarigu de 59 a 148 Ci/g
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# & Procedimento da incubagido

Fm um volume final de ¢.2 mt com tampde Tris-BSA os
tubas rcontinham 180@¢ a 29098 canftagens por minuto de I29[-hGH, 1 a 5
mg/m. de proteina microssomal e Malls 1 M, exceta nas experimentos
aonde os efeitas de MaCl, KC1, MgClg, CaClp, =spermina e espermidina
fFgram estudados kGH rao marcado fo1r adicionado em um volume de @.1 wlL
em rconcentragdes crescenfes para o estudo do deslocamenta competitivo
da ligagio do 1291-wGH Quando conceniracBes sdricas da hGH
san medidas pelo presente metodo, a mesma quantidade de sorc de
nanicros fo1 adicianada & curva padric devido as proteinas sericas
presentes nas amostras analisadas. As incubactes foram Feitas em
duplicata por 24 horas, a 249C, exceto nos experimentos referentes
an efeito de tempo F temeeratura de incubagdo na ligagso especifica do
1251 LGH ao0s receptores hepaticos. Ac final do pericdo de incubac3o a
reacdn fo: blequeada pela adigdc de 2 mb de tampd3oc Tris-BSA a 49C,
sequida por centrifugacdo a 19€@9 gravidades por P® mimutos. Aspirou-
38 g schbrenadante e ¢ precipitada, contenda o complexo haormonio-
receptor, fo1 contado no detector gama. & ligacfio 1nespecifira de
125371-wGH fai determinada pela quantidade residual de radiagdao na
eresenga  de 1 ug de RGH nao marcado par tubo B, entic, subtraida dos
nutrns  tuabgs para determinacio da ligac83o especifica, EHPFrEes5a em

parcentagem das contagens totais.



7.7. Determinagiao dos niveis sericous de prolactina e hormonio lacto-

génia placentirao

Ds niveis sericos de prolactina foram determinados =m
duplicata peloc "kit™” cogmercial de radinimuncensaio “"Double® Antibody
Prolactine” (Diagnastic Products Corporation, CA, USA), segundo o
metodo de separagac por sesundo anticorpa.

O hormonio lactogénio eplacentdrio foi  dosado am
duplicata ro soro em um ki1t romercial de radigimunoensalo, "Coat—RA-
CountR Flacental lactogen” (Diagrnostie Products Corporation, CA, USA),

pela tecnica de fase sdlida f{anticorpo ligado a parede do tubog)

7 8. Processamente e andlise dos dados experimentais obtidos

s calculos da curwva dose-resposkta ¢ da concentracio
das amostras desconhecidas foram realizadps por um  Programa  de
camputacia dengminado CGARLA (27), disponival no Centro de
Processamento de Dades do Instituto de Pesquisas Energeticas e
Muclearrs - IPEN-CHNEMN/SP. Esfe programa, redigida em Fortran IV,
Poss1ibllita a autamatizagic do tragado da curva dose-recsposta nas
eacalas “linear~linear”, "linear-logaritmica™ & “logito-logaritmica’™,

segundo o5 critérios propostos eor Rodbard & col. (483
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0 perfil ge precisac da curva de deslocamento
competttiva na eresenca de soro sem hBGH  aparece rna FIG. 3 ad
radiorreceptarensaig de hGH apresentou maiur precisac na  falxa de
conventrataoc enitre aprodimadamente 2.3 ¢ 150 ng/ml com errg da  ordem
de 5 a 15%, num nivel de significancis de € .95,

A dose minima detectivel (DMD}, calculada em 7 ensaios,
usandno diferentes oreparagioes de receptores de hGH, for de @.& ng

BH/tubwe, squivalente a & . & ug/i GH no soro.
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3. RESULTADROS



3 RESULTaDOS

3.1 E+eito da concentracgao do receptor rna ligac3o especifica de

1251 LGH

A ligag3c do 123I-hGH foi mostrada ser diretamente

proparcional & concentracdg microssomal na mistura de incubag3o,

LAl |

faixa de 1. @ a 5.@ mgsmL FIG.4). a ligac3o especifica midxima wvaripu

da 3@ a 58% em diferentes experimentps devido variagihes na preparagig

do recepltor v hormdnip marcado & sdigcdo de soro humano a mistura
incubatio resultou em uma diminuic3o da ligacdo do 1831-hGH

recepbor hepatico

de

ad

3.2 Efeito de tempo e temperatura na ligacio especifica de 1B9I-hGH

A ligacvio especifica do 1837-hGH a0 microssoma
figado de muther gravida foi medidz apds diferentes eeriodos
incubacdao a 49C, 249C g 379C (FIG.S). Embora diferentez niveis

ligagaoc maxima tenham sido ohtidos, o tempg para atingir o mixime

de

de

de

fon

semelhante em cadas caso. A ligac3o 1nespecifica foi inaceitavelments
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alta a 37YC, de modo gue P4Y%C foi escolhida como temperatura  de
intubag3o por 24 horas nos gstudos subsequentes. Mestes ENsaiods, a

concentracac microssomal for de 2. @ ma/mb

1.3 Efeito de cations mono e divalentes na ligacdo especifica de

12837 -hGH

Usando fragioc microssomal de figadao de mulheres
gravidas P hormdnlo de crescimento humang (hGH) marcado com 1221, na
presenga de 5@ ul de soro sem hGH, determinou-se o nivel de ligacao
especifica para  NaCl, KC1, #gllz e CaClp (FIB.&!. Os cdtions Na¥t
# K'Y aumentam significativamente a ligac8o especifica. Contudo,
maiocres nivels de ligac3ao especifica foram obtidas com a adigdo de
Mgl ou CaClz & mistura de incubag3o Assim sendo, nos ensailos
subsequentes, wusou-se MIClg por apresentar menores niveirs de ligagdo

inespeciflca dque o CaClp nas mesmas condigdes do gnsalo.
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LIGAGAO TOTAL ([} € ESPECIFICA ( E23) DE
1251 - h\GH COM MICROSSOMA DE FiGADG DE MU-
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1 4 Efeito de poliaminas na ligacio especifica de 1891-hGH

A tigacio da 1231-nGH acs receptores hkepaticos, em
presenga  de 5@ ul. de soro sem hGH (FIG.7), aumenta com a adigac de
gapPrmina 19 mM atinginde 37 5% de ligachdAo eseecifia. & espermidina 19
mM  tambem estimula A ligagaoc do I25T-hGH 3o receptor, senda a

eSPErmiINAa mals patente gue a @spermidina.

3.5. Efeito do soro sem hGH na ligacado especifica de 1831-hGH

4 1nfluéncia do soro sobre 0 grau de precipitacac do
comp lexn 1351-hGH~receptnr hepatico nas reagctes de ligacdo foi
previamente featada. Soro  humano (“poonl” de sora de nanicos e
wndrviduas  normals previamente  subhmetidos ao teste de intolerancia
a glicase aral) com nivels ausentes de hGH foi acrescentado a mistura
de incubacac em um wvolume de S@ ulL para a comparagac da curva de
deslaocamento competitive da ligacic do 1891-+hGH eor quantidades
crescentes de hGH frio no radiorrecepltorensalo incubado sem sorg. Na
curva dpse-resposta do !1E23I-hGH {iFIG.H), em presenta de 50 uL de saro
cem  hGH, observou-se uma diminulc3o sistematica para todos os nivels
de concentragag de hGH frio em relagdo a curva de deslocamento

incubada sem sgro. Estes dados demonstram a necessidade da adigio do
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soro =se@m hGH 32 curva padr3o para determinagac dos nivels séricos de
hGH mas amostrias  analisadas, tom a Fipalidade de =se 1gualar a
cnacentragtac  de prok&inas $Ericas em todos os tubos de um determinado

2NsSALD

A.4 Analise dos parametros de ligag3o de 1€3I-hGH

A rconstante de afinidade p concentraglic dos sitios
receptores de 1EDI-hGH em figado de mulheres gravidas na presenca de
quantidades crescentes de hGH frio e guantidades fixas de 1E91-hGH e
microssomas fpram calculades pela analise de Scatchard (733, usando o
praoarama de Hodbard {&H7.

Duas classes de sitios de ligag3p foram reveladas pela
decompo=icao de curva dose-resposta em duas retas (FIG.F) @A constante
de afinidade de um dos sitios de ligacido foi aproximadamente 2@ vezes
maior que o segundo sitio de ligagl3o., independente da presenga ou nig
doe sora sem hGH ne ensaio, e 28 1inteiramente compativel com  as
contcentragdes séricas do horménia, t18~% a 1@-1f

Os parametros de ligacSo obtidos das curvas dose-

resposta eplabaradas sem spora e com 59 ul soro zsem h(EH foram comparadacs
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pelos SEFLS ~espeCct1lvos walores de constante de afinidade e
concentracan  dos receptores (Tabela 2) A adicdc de 5@ ul sem WGH ao
ANSAi0 Jevou a uma reducaoc de aproximadamente 40% das constantes de
afinidade dgs dgis siktios lisankes, sem alteracl3us si1gnificabiva das

cancentracbes dos respectivos receptores hepaticos.

3.7 Comparagdo do soro de pacientes acromegdlicos com hGH padrio

para determinacano de paraleliswo

Com o sistema de receptar em condigdes atrmas (pH 7 4,
MaClas 20 mM = 2. @ mg de proteina microssamailsmli, procedeu-se a
realizagio das curvas dosP-resposta com diluicBes seriadas (172 &
1732 em tampdo de ensalo) de pogl de soros de pacientes acromegalicos,
contendo nivels altos de GH, e cam GH-MIH. &8s curvas de deslocamentao
nobtidas foram comparadas entre si para determinacio do parzlelismg
(inclinacdo das curvas actatisticamente n3o diferentes entre si1)
indicando que o© soro de pacientes acromegalicos tem comportamento
hi1ologico semelhante ao GH padrdo no radiorreceptorensaio de figado de

mulbher grdvida (FIG.18)
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TABELA €. Parametros da ligacic de l231-hGH aas receptores hepatico de
mulheres de mulhkeres gravidas calrulados pela anilise de
Scatchard das curvas dose-resposta sem soro e com 38 ul soro

sam hGH.
Sitio de ligacdo Cte. Afinidade Concentracio dos
tM-1; receptores (fmol/mg)
SEMm sSoOro
Classe I 2.6 X 101® 26
Classe IT 1.2 x 187 208
com 5@ ul soro
Classe I 1.2 X 1010 24
Classe II 0.8 X 197 198
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2 8 forrelacio entra os niwveis sericos de hGH dosados POr

radiorreceptorensalo,.ensaio imunorradiamétrico e radiocimunoensaio

gmpstras seéricas de diferentes concentragdes de hGH
previamente estimadas peio radiorreceptorensalo (RRE) de figado de
mulher gravida foram medidas por radioimunosnsaio (RIEY usando
reagentes fornecidos pela Matioral Institute of Health (NIH}Y 2 por um
kit comeprcial da FPharmacia gue gquantifica hGH por ensalo
itmunorradiometrico  (IRMA)Y, usado rotineiramente no Laboratdrio de
Pesquisas Clinicas da 13 Clinica Meédica da Faculdade de Medicina da
USP. 0 estudo da rorrelacdo for realizado pela andlise de regressdo
linPar 2 o5 wvalpres obtidos pelos dois metodos referencials  foram
hastante prdximos aos determinados pelo RRE (FIGS. 11 e 128F. éssim
sendo, uma boa correlacdoc fol observada entre as esbimativas das

concentragies sdrircas individuaic ghtidacs para cada um dos meétodos (v

o395
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3% Fepecificidade dos sitios de ligac3p

A especificidade dos sitios de jigagao ac 12351-hGH nos
mi1Crossomas hepiaticas de mulheres gravidas Foi  Lkestada rantra
pralactina humana (hPRL) & hormonic lactog@nio placentaric  humano
{hPL}, dewrdo a prowimidade destes horminios auanto a estrutura
moalerular & a¢do fFisiologica (96, &48) (FIG.13). & prolactina hkumana
tambhem compete na ligacdo do 1231 -4 BH mas com uma poténcia relativa
redyzida (B &%) comparadoc coem o horménio de crescimentn  humano
Entretante, niveis séricos maximos de BPRL ccorrem durante a gravidez
com valgres epntre 28 e 239 ngs/mi {11} 2 estas concentracles tém
capacidade minima para competir na ligag8o aos sitios receptores de
1235 _hGH. Assim, nenhuma interacio de RPRL com estes sitios de ligagio
# eaperadn ocorrer in viveg'

As Curvas de tnibjic3n coampetitiva de ligagac do
1231-hGH acs microssomas hepdticos por hGH ¢ hPL  foram divergentes
{s¥ope = .3 ¢ a poténcia relativa do hPL foi de @ 3% no ponto de S@¥
da rurva dose-respostz (FIB,. I3}, Por outro lado, durante a 4gravidez
kPl atinge niveis sericos entre 4088 ¢ 12008 ngsmL (11> e estas
concentragfes, nos exerrimentos realizados com amostras séricas de
mulheres gravaidas (FIG 14), foram capazes de deslocar mais de 5@X de

1igagdo do 12891-hGH
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3 1¢. Dosagem de hGH em amostras seéricas de mulherss gravidas

Foram realiradas rcurvas dgse-resposta com diluigles
sPriafdas de pool de soro de primeivro 2 tercelro trimestres de gravidesr
2 aquantidadet rcrescentes de GH-NIH e wWPL-NIH (FIG 14} As curvas de
deslocamenta obtidas com os dolis pools séricos ndo  apresentaram
inclinacdn paralela 4 ecurva de RGH-NIW 2 nem a curva do hPL=-NIH.
Entretanto,ambas as turvas de deslpcamento apresentaram uma i1nclimagao
estatisticamente mais ProMima & da curva do hPL-NIH ne

radinrreceptorencaio de figado de mulher grdvida,
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4 DISCUSSX0 E CONCLUSGES

A ligagao de hBH a daferentes tecidos em uma variedade
de especies tem sido descrita (B, Sé&, &7, 77), mas pauco se sabe
sobre as caracteristicas fundamentats da li1gagdo do figado de mulher
gravida em particular 0% estudos realizados aqul descrevem alguns dos
detalbhes hasicas da lisacd3o do hGH a membrana microssomal do figado de
mulher grawvida.

Recentes PESQULSAS t8, 17, 43, 45,83, &7} tam
1dentificado a wvariacio da capacidade de ligag3oc especifica do
hormdnia de crescimento em microssomas hepaticos de animais da mesma
espécie., mas em diferentes estados fisioldsicos Ratas &adultas
apresentam maipr ligagdop gue ratos adulbkes e ratas ou ratos em fase de
pre—puberdade ou hipofisectomizados. 0 uso de membrana microssomal de
figadoe de ratas gravidas resultou em um aumentc da ligac3oc de duas a
trés wvezes assim como maliores nivels de ligacdo puderam ser 1nduzidos
em animals previamente tratados com estrogenos (34, &7F). Assim sendeo,
a ligagdo de L891-nGH for estudada, no presente trabalho, apenas em
membrana wmicrossamal obtida de figado de mulheres gravidas., desde que
estudo anterior (17) mostrou malpr rcaparidade de ligag3o deste
hormbnio em receptores de microssoma hepatico de mulheres gravidas que
em nac-gravidas. Cada wuma destas siktuagbes reflete os diferentes
gstados estrogfnicas sugevindo a participagSo des eskrogengs na

1nducdo e manutencio dos sitios de ligafic em microssomas hepaticos

e ——
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Alguns autores téem enfatizado, recentemente, &
rmPortAancia da uso de si1stemas homolpgos para pesgquisas de ligacio de
receptores por hGH (43, 95,72, ??). GH de primatas deslocam o 125T-hGH
de seus sitios ligantes no finado humano, mas GH de n3oc-primatas nico
sdo CIpAEes de deslocar. Isto rcorrelaciona com 2 conhecida
incapacidade de DGH de nag-primatas induzir crescimentoc em humanps.
Alternativamente, o UuUsD de um sistema heterdlogo em que 125I-pGH &
usado para ligacdoc a receptores de figado de naop-primatas tambem tarna
dificii a interpretacdo do significado bioldgico dos resultados
obti1dos Wo presente estudo, descrevemos, portanto, a interagio do GH
em um sistema homdlogo usandea GH humanp e fragac microssomal de figado
de mulheres gravidas normais.

A 1nteragdoc do hormdnio de crescimento humano com
receptores hepaticos depende de wvarios parametros incluindo tempo dé&
1ncubagao, temperatura, concentracdac da wmembrana microsscomal e

tragador (25} Sabe-se gue a ligagdo de 12857-hGH é dependente da
presenca de cations divalentes (4, 18); no nosso experimento Mg*e Foi
algo mais efetivo que Ca™2, sendo adicionado, portanto, em todos os
Ensalos descritos neste trabalha. As poliaminas REpErming e
espermidina  s3o capazes de promaover a ligacio de RGH a recepltores
hepaticos, gquando presentes na mistura de incubagido, em concentracdes
inferiores as dot ciations divalentes Ca®™ e Mgt® (19, 213 Fntretanto,
cbservamos no presente btrabalko que o wuso de cations divalentes

oferece vantagens, pol1s sua tanbribuigaoc em termes de custo e
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Lrrisoria, alem de uma mawor faralidade de obtencioc em um laboratdrac
tlinico gu eMperimental

4 diminuigaop da ligagig especifica nas rurvas Jde

deslocamento competitivg de 1231-hGH par hGH foi cbservada na curva
incubada cem soroc sem hKGH em relacio a ircubada sem sorp. A diminulgao
relativa da ligagfo especifica em presenca de soro sem hGH  foi
observada tambem com concentracbes diferentes de microssoma Ao
compararmos ©OS parametros de ligacdoc obtidos das curvas dose-resposta
elaboradas sem sorn e com soro sem hGH pelos seus respectives wvalares
de constante de afinidade e concentragio dos receptores, notamos dque a
adicda de sora sem hGH ano ensaioc levod A& uma reduciao de
arroximadamente Jd@% das constantes de afinidade dos dois sitios
ligantes, sem alteracan significativa das concentracdes dos
respectivos receptores hepiticns. Esfes dados comprovam a presenca de
uma substdncia estranha no soro que pode interferir na reacio de
competicio com o 1257-hGH na ligac8c aos receptores hepaticos.
Assim senda, a diminuigaoc da ligagiao especifica do 12371-hGH aos
microssomas hepaficns de mulheres gravidas poderia advir da presencga
da proteina carregadora de hGH no soro (5, &, 3B, 37, 53, 87} que
estari1a competindo pela ligaghie do hGH.

As analises de Scatchard dos receptores humanos de hGH
em linfocitos (31} e Figada humano (9?) revelaram apenas um receptor.
NG estudo com radiarrecerptor em figado de mulheres gravidas,
ronstatau-se a existBncia de uma ngva classe de receptar especifico

para hGH, rugerindo a presenca de dpis sitios de ligagaoc com
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afinidades diferentes pelo figada humano. 0 processamento das Ccurvas

Apse—-rosposta, realizxadas mno presente trabalho, pelo proarama  de
camputacidn GARLA, mostra-nos que um dos sitiogs de ligagdoc tem  uma
constante de assoClacao (KA da wmesma ordem de magnitude dos

normalmente encontrados em figado humano (@ % x 189 mM-13 (93,
linfocitas (1.3 x 18% M~1) (51 e figsado de coelhas (1.2 x 197 M 1)
{81, enquanto aur o oukro tem um valor de KA P@ wveres maior
Portanto, 05 achados presentes 1ndicam que a elevada ligacdo
especifica do 123[-hBH em microssomas hepaticos de wulher gravida @&
devido a presenga de um segundo sitio de ligagao com afinidade 20
vezes mailor pelo hormOnic. A existéncila de duss rlasses de sitios #
tambem interessante nD que conrcerns A&s multiplas agdes do GH  humano.
Fstudas wusando warios fragmentos de GH (49) indicam que as moleculas
de GH contém mais de um simples sitio ativo: aseim, parece possivel
que um simples tecido passa possuir sitios gue wviabilizam duas ou mais
acdes 1ndependentes do horménio. A producio de somatomedina pode  ser
uma arfo mediada pelogs =siti1os de ligsc3o hepiticos, desde  que
McConaghey & Sledge (594) registraram a2 liberagdo de somatomedina por
perfusdapo de figdado de ratos com GH bovino.

Heterogeneidade de receptores de GH em figado
de coelhas grividas tem sidn descrita também por Barnard et al {31,
usando anticoreos monoclonale anti=-receptores ¢ Hughes ot 31 (41) com

base em estudos de ligacdo cruzada. De fato, diferentes =itios de
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ligacan do hBGH com diferentes especificidades tém sido demonstrados
For deslocamente com GH e hormdnios estruturalmente relacionadas,
prolactina & kormonio lactoeénio placentdrio (8, &6, 83, 85 Uma
rossivel explicagldoc para estes resulltados e gue a proporcdo dos
difarentes sitips ligantes com afinidades diferentes waria de acorde
rom ¢ estado fisioldgico do animal.

0 errfil de Precisiao das CUurvas de
deslocamento competitivo de 123I1-hGH por hGH mostrou-se bom e de
actorda com O PspeErado para sistemas de dosagem por radigrreceptor

A 1dentidade entre as duas curvas dose-
resposta obtidos com hGH-NIH 7 diluicOes seriadas de #ool de soros de
pacarntes acromegalicos confirma o comportamento idéntico dos dols
horménios no radiorreceptarensalc padranizado no presente trabalho.

A prolactina E 0 hormfnio lactougenio
piacentaria circulam em altas concentracdes na gravidez (113 Estes
hormdnios teEm estrutura primaria muitp parecida com a do hGH e
pnderiam interagir com este sitin receptor no figado das wmulheres

gravidas durante a gestacBo. Para tanto, investigou-sz, atrawves de
rurvas dose-resposta, a reagac cruzada dos hormbnios (EDgpd com  os
receptores hepaticos de 129]1-hGH em figado de mulher gravida.
Prolactina bhumarna nd3o teve efeito no deslocamenta do 123I-LhGH em
concentracies até 9@ ngsmL. Hormonio lactogénio placentario em altas
concentracBes desleocou 1Z231-khGH com uma poténcia relativa de . 3%, A

reagAan cruzada do RPL com o hGH na ligsgio a seus sitios receptores
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ocarre por hPL arresentar 85% de homologia na estrutura primaria cam o
hGH (FIG.15) (5&, 4@) Cinco das 29 diferengas reveladas na SequEncia
de aminniacidos do KPL ¢ hBH residem num seamento (residuos 3¢-5@) gue
pode ser o sitio receptor do hGH.

Ma tentativa de awvaliar a presenga do hkormdnia de
crescaimento placentirio em amostras séricas de mulheres sgravidas,
comparames  as coacentragbes de khGH, prolactina e hormonioc lactocgénio
rlacentaric no so0rg de amostras em varios tempos da gestagclac por
Ensala com radiarreceptores em figado de mulbheres gravidas .
Entretanto, as rcurwvas dose-resposta de diluigio de popl de soro  de
mulheres gravidas deg primewro € terceiro trimestres resultaram
divergentes &as curvas de hOH-NIH o de RPL-NIH, embora mais proximas
deste dltimo. Em funcio da reacio cruzada 2 dos niveis de hPL
eocontrados na gravidez, concluimos que o ragiorreceptorensaio  esta
medindg, provavelimente, o efeitc de uma mistura dos diferentes
hormonios.

S5e, For um lado, o radiorreceptorensaioc de hGEH de
microssoma de figade de mulber griavida nio possibilita a avaliagio
guantitativa do niwvel sérico de hGH placentaric durante a gravider, g
precente meétodo indica a existéncia de atividade de hGH simile no sorp
de mulheres gravidas que @ “detectada” por este receptor de figado de

mulher gravida. Par §fim, quando amostras séricas com diferentes
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H — 557 é% 71— OH
TrLEG

SIGCRO 90 DESTE RESIDUO EM hPRL.

REPRESENTAGCAO DIAGRAMATICA DAS MOLECULAS
DE hPL, hSH E hPRL. AS REGIOES RASURADAS
DE CADA CADEIA POLIPEPTIDICA REPRESENTAM
AS SEQUENCIAS HOMOLOGAS. ALEM DAS HOMO

LOGIAS INTERNAS EM CADA MOLEGCULA, 05 3
HORMON!OS APRESENTAM CONSIDERAVEL HOMQ
LOGIA UM EM RELACAD A QUTRO, COMO INDi~
CADO PELA POSIGAC SEMELHANTE DAS PON-
TES DISSULFETO E DA POSICAD 85 DO RESI-
DUQ TRIPTOFANGC EM hPL E hGH E DA PO-
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concentragles de hGH foram testadas pelo presente ensala, uma  baas
carrelacdo fo1r observada entre as estimatiwvas das concentracdes
sericas obtidas por radicimuncensalo ¢ ensalo imunorradiometrico.
Assim sendg, este radiorrzceptorensalo,  com uma
sensibilidade de ®. & ugslL OH ne soro, possibilita a mensuraciao
quantitativa dos rniveis sericos de hBH fora da gravidezr e pode ser de

grarde valia em pesqaulsas de desardens do crescimento.
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