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I. INTRODUCADO

1.1~ CONSIDERACOES GERAIS SORRE A ACAO DO HORMONIC DE
CRESCIMENTO (HC)

As pesquisas feitas em torno do horménio do cresci
mente {HC}, até aproximadamente hz trés décadas, levavam
a crer que a sua agao ¢ra direta sobre os tecidos-alvao,
provecande o crescimento(S}. Come se sabe,u multiplicacao
de celulas animals "in vitro'' requer a presenga de sO0Y0
pu fragoes deste no meic de cultura e, tradicicnalmente,
tem sido empregade o soro total para esse propésito{gﬁ].
Entretanto, mosStrou-se gue o SOro CORtEm um certo namera
de fatores que afetam o crescimento e a motilidade de cé
iulas eucarioticas. Por outro lade, sabe-se gue a insuli-
na pode parcialmente substituir o soro na estimulagao e
sintese do DNA e na multiplicagdo de alguns sistemas celu

Z . I S - - .y
( 3}. No animal "in vivo", porem, & o hormonilo de

lares
crescimento, e naoc a insuvlina, que exerce a fungan regula
dora do crescimento. Assim, o hormonic de crescimento que
"in vive" promove o crescimente do esgueleto e a sintese
proteica ndo tem, "in vitre", nenhum efeito scbre o tecl

do esqueletico.

Com os estudas, agora classicos, de Salmon e Daugha
day (78.79)

de crescimento por si sO mao exerce uma acdo metabdlicano

ficou claramente demonstrade gque o hormonic

tecido esquelético, mas que esta se pProcessa atraves de
uma outra substancia, detectavel no sorg.

Tal fato veio & luz guando, na tentativa de desen
volver um bicensaio mais aperfeigoado para z MERSUracao
do hormonic de crescimento, Salmon e Daughaday observaram
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que © soro de rato hipopituitiric tinha atividade diminui
da, em comparagao ag soro de rato normal, gquande usado pa
ra estimular a incorporagaoc do sulfate radiocative {35504)
na cartilagem chtida a partir de ratos hipofisectomizados.
Observaram que a capacidade de incorpoeragio nac podia ser
amplificada pela simples e direta adigas de HC no sistema
de ensaio. Para gque se obtivesse essa . amplificacio era
necessario o tratamento previe, com HC, do rato hipofisec
tomizado e a posterior utilizagao de seu soro no sistema
de ensaio. Esta atividade foi designada pela eXpressao
“fator de sulfatagdo', ja que o ensaio empregade dependia,
comp foi exposto, da incorporagac do sulfate  radicativo

na cartilagem.

Com o prosseguimento das pesquisas, nevas agoes bip
logicas foram sendo atribuidas a esse fator, evidenciando
a necessidade de nova denominacao, mais ampla & abtangen
te. O termo encontrade foi "somatomedina' (SM), proposto
por Daughaday em 19?2(14}
um fator mediador, através do qual se processaria a acao
do HC sobre o organismo vivo, Ficou, portante, postulade
na hipdtese da somatomedina que o hormonio de crescimento

, baseado no fato de que  seria

nAc estimula diretamente o "crescimente' tissular, mas &
o responsavel pela geragao de um segundo agente (ou agen
tes) hommonal(is) ~ a(s) somatomedina(s)-que age{m} a ni
vel celular, Atualmente considera-se a somatomedina (SM)
come um terme geral, associado as substancias sob o con
trole do HC com efeitos promotores de crescimento e agdes
similares 3 insulina, ou seja, substancias que 1imitam as
agoes bioldgicas da insulina sem que possam ser Tneutrali
zadas pelos anticorpos anti-insulinicos. Por essa razao
tem-se adotazde também o termo fator de crescimento insuli
no~simile {insulin-iike growth factor-IGF), para a desig
nacie de polipeptideos cem atividade de  somatomedina no

plasma humanas.



1.2- FATOR DE CRESCIMENTO INSULINO-SIMILE (IGF)

E bem conhecido o efeito metabdlice agudo da insuli
na no transporte e oxidagdo da glicose £ na lipogenese.
Nestas condigdes, os fatores de crescimento insulino-simi
le (IGF) podem ser considerados como uma familia de poli
peptideos que tem atividade bioldgica semelhante a da in
sulina em adipdciteos “in vitre', nac reagindo cem anticor
jelat- anti-insulinicﬂstllz]. Fles tém ofeitos anahdlicos na
cartilagem "in vitre” e acredita-se que medeiam a agao do
HC no esqueleto. Ademais, sdo mitdgenos para diversos ti

pos de fibroblastos em cu]turaﬁz’ﬁgj.

Purificados do plasma humano e incluidos na familia
dos IGF estdo 4 polipeptideos: IGF-1 (conhecido tambem co
mo WSILA-1): IGF-2 (ou NSILA-Z): somatomedina A (SM A) e
somatomedina C (SM C). Um quinto membro dessa familia de
polipeptideos, € a chamada "atividade estimuladora de mul
tiplicacao" (multiplication stimulating activity-MSA), c¢b
tide a partir do meic condicionade pelas c&lulas BRL 3A,
uma linhagem celular de figado de rato em cultura{SE’QS}.

A somatomedina MSA, desde a sua identificacgac no
sgro ha mais de uma decada, vem sendo bastante estudada,
tendo-se conseguido sua satisfatoria caracterizacgac. Como
este peptideo serd, no presente estudc, referéncia  para
comparagdes bioquimicas e imunologicas, julgou-se de con
veniencia a apresentag3o esquemdtica de seu histdrico e
propriedades gerais, de modo a tornar mais clara e acessi
vel a discussac dos resultados e as conclusées a que se

chegou com o presente estudo.



1,3- ATIVIDADE ESTIMULADORA IE MULTIPLICACAD (MSA}

Historico e definigao - Temin(?%+7%)

USOU a8 expres
sdo "atividade estimuladora de multiplicagao” (multipli
cation stimulating activity-MSA} para descrever as ativi
dades existentes no sore que permitiam a preoliferagao da
maioria das células em cultura. Juntamente com seus cola
boradores, propbos-se a purificar as macromeléculas do 50
ro de vitelo que possulam atividade estimuladora de multi
plicagao. Verificando que a insulina também estimulava o©
crescimento de fibroblastos de embrido de galinha guando
colocada no lugar do soro, mas soment?ﬁgugg?o adicionada

5,95

em altas concentragoes, esses autores concluiram
que os verdadeiros agentes promotores de crescimento pre
sentes no sorg poderiam ser pequenos polipeptideos simila
res A insulina, tal como a "atividade insulino-simile nio
supressivel (pelo anti-sorc especifico), sollvel em acido”
{non-suppressible insulin-like activity-acid seluble}, a
NSILA-s 272300,

metodns de purificagdo previamente descritos para aqueles

Deste modo, Temin e Pierson, adaptando os

polipeptideos, purificaram o MSA de 6.000 a 8.000 vezes,

a partir do sore de vitelntﬁs]_

A segulr, foil constatads que certas linhagens uledile]
clonais de ceélulas de figadec de rato da raga Buffalo,esta

{12)

belecidas por Coon ., cTesciam bem em cultura, em meio

nao suplementads com SDTD[ZSTﬁu]

. A hipdtese por ele for
mulada foi de que esta celula de figado poderia estar sin
tetizando o mesmo fator de crescimenteo, chamando-o por iE
50 também MSA. De fate, o meio desprovido de svro, obtido
a pattir de uma dessas linhagens celulares, o BRL 3A, man
teve o crescimento de fibroblastos de embriac de rato e

de galinha (que eram SDTﬂ*dEpendEHtES}(ZSJ.

COMIZZAC KACON L LE CHERGI NUCLEAR /8P _ 1pFN
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0 M5A tem sido extensivamente purlficade a partlr
do meio condicionade, livre de sore, das celulas BRL
15 (23.24,58.97) Hj'
quanto as suas agoes biolagicas. Em  geral, identifica-se
o MSA durante a purificagac por sua capacidade de estimu

lar a incorporagao da timidina triciada ao DPNA dJdos fibro
(23, 24)

. ]
e comparado ac MSA de sore de vitelo!

blastos de embriac de pgalinha Usande um mwétodo
modificado Nissley e Rechler'®®) tém purificado o MSA até
a homogencidade a partir de meio condicienado pela mesma

linhagem celular de figado de rato [RRL 3A).

Propriedades das somatemedinas - A atividade de 3SM

'1[1 -
foli c¢omnstatada no p1a5m3{4q"“], no fluide cerebros
. r - = } g - f
plnalkqj, no flgadﬂtl”ﬁﬂj, no rlmtdjj. noes rrn~1-.-;+c:ulc-:;{3’T
b - - .
& na linfatll‘, A maioria das evidencias disponlvels per

mite afirmar que o principal sitie de produgdo de SM e o

(89,101,110) ¢ he se que a SM & liberada pelo figa

figado

. - 10
do associada a uma proteina de alto peso mclecular{' J,se
bem que ndo & conhecido com exatidae o mecanismo de trang
porte do hepatécite para o plasma. Sac as seguintes as pro
priedades que definem as SM come uma familia de pnlipepti

dEDS{E?’?E’Eﬂ‘IGEJI

a) Quimicas: cadeia simples, polipeptideos avido-so
luveis de peso melecular §5.000-10.,000,
b} Biclogicas: fraca atividade insulino-simile  em

tecido adipose "in vitro''; estimulo de processos
anabolicos na cartilagem; estimulo da sintese do
DNA ¢ multiplicagao de fibroblastos em cultura,

c) Ligagdao a receptores: fraca interacdo com recep

tores de insulina e intensa com receptores de su
perficie celular, especificos para SM,

d} Lipugao a proteinas fixadpras séricas, especifi

cas de SM, em soro de rato e de seres humanos;
e} Imunorreatividade cruzada com as diversas SM,




b

0 fato de existir diferengas no ponto isoelétrico,
na cempcsican de amincacides, nos receptores € na reativi
dade imunoldgica, indicam haver muitas especies molecuia
res de SM. As relagoses entre as varias formas moleculares
sdv ainda descephecidas e mainres esclarecimentos  virvao

com a elucidacdo de sua estrutura primaria.

Com o MSA purificade até a homogeneidade fol deter
minado o seu peso molecular (B.700) e a composigao em

(24)

1lkantes zos Fatores de crescimento insulino-simile huma

aminoacidos Demonstrou-se quUe Suas reacoes Sa0  Seme
nos, guante a propriedades bioldgicas e gquanto a suu intg
ragde com os receptores da superficie celular e com pre

teinas fixadoras séricas de sM(>°),

1.4-  SOMATOMEDINA FETAL

Embora se saiba que a velocidade de crescimente @
mais rapida na vida fetal do que ap0s © nascimento, pouco
se conhece sobre a fungao dos hormonios no crescimento e
na diferenciagac dos tecides ferais. Em contraste, mem o
HC materno nem o fetal parecem ser determinantes importan
tes do crescimento fetal; o HC materno esta presente em
baixos niveis e nao cruza a barreira placentiria; por ou
tro lado, tem-se verificado que fetos com deficiencia de
HC atingem tamapnho normal no desenvolvimento intra-uteri
nn{ggj. Diante Jdesses fatos, foi sugerido que as SM & que
teriam a fungao de substancias promotoras de crescimento
fetal, uma vez que estao presentes tanto ne cordac umbell

cal como no fluidoe amniEtica{s'dU‘QS}.

D¢ tecidos de feto contem receptores cspecifices de

21,9 . .
SH{ L 1], podendo assim responder a estes peptidess. Fa



tos cowo este levaram 0 intensificagae de estudos cem ar
gaos de feto para a chbservacao da resposta bieldgica as
SM. Foram assim desenvolvidas técnicas empregando fragmen
vtos teciduais de fIgado de fete de rato a termo, que per
mitiram manter esses tecidos em cultura, sem perda da via
bilidade, por 4 a 7 dias, em meic quimicamente definido e
desprovido de soro. Observou-se que no meio de culturaeram
liberadas proteinas como albumina e ﬂlfal'fﬂtﬂpfﬂtefnﬂ.
proteinas estas também presentes no iiquide amniﬁtico[sgl.

0 propOsito do presente estudo & demonstrar que frag
mentos de figado de feto de rato mantidos em cultura sao
capaces de sintetizar e liberar um fator de crescimento m
sulino-simile, quimica, biolagica ¢ imunologicamente rela
cionado ao MSA, sintetizade este pela linhagem celular de
figada de rato BRL 3A. Por ser bem caracterizado. foi em

pregado come referencia em nossa investigagan,



[ o)

MATERIAIS E METODOS

A experimentacgac consistiu basicamente na detecgao
de propriedades de somatomedinas no polipeptideo obtide
do meio de cultura de tecido de figado de feto de rato,

apos purificagao em Sephadex G-75.

2.1 QETENCAC E PURIFICACAD DO M3A-BRL

0 material inicial parz a purificagdo do MS5A-BRL
foi obtide da cultura de ceélulas BRL 3A mantidas em cultu
ra noe meio mInimo de Eaple mﬂdificadu{g4j. desprovido de

sorc. O meieo condicionade pelas células BRL 3A enm placas
de Petri foi colhido em intervalos de 3 a 4 dias,acumulan

do-se o mecessario para o processo de purificagao,

Ng primeiro estagio dessa purificacgan, 3 a 4 litroes
de meio condicionado foram cromatografados em coluna de 2
litros com Dowex 50 W-X%X8 (Sigma Chemical Co.)], resina dc
100-200 nmesh, na forma de Na+. equilibrada com solugap de
NaCl (9 g/1). © MSA adsorvido ac Dowex, em pH neutrc, foi
MEEE}. s
eluatos concentrados Foram cromatografados em coluna de
Sephadex G-75 (100 x 0.9 cm) com dcido acdtico 1 M7%) pa

gluido da resina em pH 11 com acide acético 1

ra a ohtengdo do M5A-BRL homogéneo das fragoes eluidas do

sephadex fez-se uma eletroforvese preparativa em gel Jde po

587

liacrilamida a 12%, pH 2,7, em uréia 9 M

0 grau de atividade do MSA foi verificade pela in

carporacao da timidina—3H no TNA das fibrohlastos ce em

bride de galinha'5%),



2.1.1- Eletroforese do MSA-BRL em el de Poliacrilamida

Para a identificagdo e visualizagdo das espécies
ativas do MSA-BRL homogeneo eluidas do Sephadex G-75  fo
ram usados a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%,
pH 2,7 em uréia 9 M, em placas (Hoeffer) de 1,5 cm e oS
sistemas de tampoes de Neville{Sﬁ}. A eletroforese fol
desenvalvida a uma corrente constante de 12,0 miliamperes,
empregando-se o azul de metileno como cor de refereéncia.A
placa fol fixada por 30 minutos em &cido triclorcacético
{TCA) 12,5% corada com azul brilhante de Coomassie G-250,

diluldo a 0,0125% com TCA & 12,5%.

2.1,2- Marcagio do MSA-BRI com l_:..I_.

0 MSA-BRY picgo I1-1, abtido por purificagac em gel
de poliacrilamida, foi marcado com Na'?°F usando-se o mé
tode da cloramina T modificado®%} . A mistura de lodagao
continha basicamente & pg de MSA em 20 w1 de fosfato de
potissio 0,3 M, pH 7.4, e 1,5 a 2 mCi de Na'2>I. Inicial
mente a cloramina T foi preparada a Zmg/ml em fosfato .3
M e, imcdiatamcnte antes do uso, diluida a 120 ug/ml &
adicionada ao tubco de reagZo em aliquotas sucessivas de
10 ul. A reacao fel controlada pela incorporagac da radio
atividade no material precipitavel pelo TCA. Para testar
a iodagao, depois de cada adigao de cloramina T, a mistu
ra era homogeneizada <om a propria ponteira da pipeta. A
seguir,a ponteira era mergulhada em um tubo contende 1 ml
de tampaoc. Desta mistura pipetou-se 10 vl em um segundo

tube contendo 1 ml de tampap fosfato com 1 mp/al de soro
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aibumina bovina {SAB), seguida da adigao de 1 ml de TCA
10%. Apds a centrifugacio por 1 minuto, foram contades o
sobrenadante & o precipitado. Quando a incorporagan alcan
gou © plato, usualmente depois de duas adigees de clora-
mina T, a reagac foi finalizada com 1 ml de tampdo fosfa
to ,3M contendo 1 mg/ml de SABR. Fssa mistura fol inedia
tamente aplicada a uma coluna de gel Sephadex G-25 (5x1.5
cm) equilibrada com acide acetigo 1 M contendo 1 mg/ml de

SAB. Coletaram-se 25 fragoes de 10 gotas. O HSﬂ-lZSI,sepE

o
1“31 livre, fol recromatografado em coluna de Se

rado do
phadex 6-75 (50 x 1 c¢m}, previanente equilibrada com &ci
du acetico 1 M contends 1 mg/mi de SAB, Com este mes o

tampauv a eluigac fol efetuada a 4°%C, cotetando-se fragdes
de 1 ml. As fragdes de MSA-BRL-1°°

capacidade de radicligagao, no ensaio de recepter de mem

I (pram testadas na sua
branas plasmaticas de fIgado de rato. A fragac ou fragoes

selecionadas foram guardadas em aliquotas de 50 ul a -mo,

2.2- OBTENCAD DO MEIQ CONDICIONADO PELOS FRAGMENTOS DE
FTGADO DE FETO DE RATO

2,2.1- Preparo do Meiop

O meio de cultura BGthﬁ}, foi obtido da Inidade
de Preparagoes de Meios dos Institutos Kacionais de Saude
{(HIH-U5A}. Cada 100 ml do weio foi suplementade com 20 mg
de glutamina e 5 mg de ascorbato. A concentragac de glice
se utilizada foi 10 mM. Esse meio foi filtrado atraves de
filtres de membrana Swinnex (0,2 pm de poro)] e estocado a

1%¢,



2.2.2- Preparo dos Fragmentos de Figade de Feto de Rato

Ratas Spraguc Dawley foram decapitadas ne 159-20°
dias de prenhcz e seus fetes retirados utilizande-se mate
riais estéreis, Os figados dos fetos foram colocades so
bre um bloco de Teflon (5,6 x 5.6 x ¢,7 cm) do cortador
de tecidos McIlwain (Brickman Instruments}. O bleco e a
montagem da lamina deo aparelho foram previamente autocla
vados. Os figados fetais distendidos sobre o bloco foram
cortados a intervalos de 0,9 mm. Girando-se o bloco de
90%, cortou-se novamente 0% Qrgaos no mesmo intervalo, ob
tendo-se fragmentons apreoximadamente cuboides. Apds  esta
operacao, os fragmentos de figado foram transferidos para

um recipiente com meic de cultura estéril.

2.2.3= Cultura dos Frapmentos de Tecido

lentre os fragmentos Suspensos em meio EGJb, oS
de tamanho uniforme(aproximazdamente 1 mm3] foram selecio
nados para cultive em placas Costar (24 orificios de l6mm
de diametro) e placas de Petri (60 x 15 mm). As culturas
em placas Costar foram empregadas para avalizr o efeito da
cicloheximida na sintese das proteinas extracelulares e
do MSA. Nesta placa, cada orificio contende 0,2 ml Jdo meig
foram semeados dois fragmentos sobre um suporte de "nylon".
Trocou-se ¢ meio por 4 dias consecutives, nos quais mante
ve-se uma atmosfera de 95% de oxigenic e 5% de dioxideo de
tarbono.

As placas de Petril serviram patra a ohtencao de grmn
des quantidades de meie condiciopado, sendo que as cultu
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ras foram iniciadas com 50 a 60 fragmentos de {Igado dis
persos em 3 ml do meio de cultura. O meic fol colhido dia

Tiamente e substituide por 6 ml de EGJb.

2.3~ DETERMINACAD DE DNA, PROTEINAS FETAIS ESPECIFICAS F
MSA NO MEIQ CONDICIONADG PELD FTGADD DE FETO

Para testar a presenga de albumina, alfalufetoprntgi
nz ¢ MSA no meio condicionado pelos fragmentos de {igado
de feto, utilizou-se o meio de cultura preparado cm pla
cas de Petri, descrito em 2.2.3. Usando-se aliquotas de
cada coleta diaria [durante 4 dias}, a alfal—fetnprﬂteina
e albumina foram quantificadas pelo método da eletroimuno
difusao de Sizaret{g?]; o MSA do meio foi quantificado pe
lo ensalo de receptor de membranas plasmaticas de figado

de rato {descfito em 2.7.27.

0 contelde proteice do meio foi determinado fluori

(99)

metricamente usando-se come padrao o SAB cristalizade

{ Armour).

{} DNA foi medido no conteids de & placas de  Petri
de 4% dia de incubagao pelo metodo fluerimétrico de Seta-

ro e Morleytgz}.

2,4- EFEITO DE INIBIDOR DE STKNTESE PRCOTEICA NO MEIO BE
CULTURA DE FIGADO DE FETO

Para este teste foram usadas as culturas estabeleci
das em placas Costar, descritas em 2.2.3, Depois das pri
mairds vinte e yuatre horas de incubacgao, o meio foi Cco
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lhido e substitulde por mejo contends cicloheximida
5.107 M. Apos uma incubagidao adicional de 24 horas, colheu
-5e 0 malo para a determinagio de ﬂlfal—fetuproteina e
albumina pelo método de sizarer(37) ¢ Msa pelo ensaio de
radicrreceptor em membranas plasmaticas de figado de rato,

descrito em 2.7.2.

2.5- PURTFICACAD DO MEIO CONDICIONADO PELOS FRAGMFNTOS
DE FIGADD PE RATO

Na purificagio do melo condicienado pelos Tragmen
rtos de figado de rato, uirilizou-se uma celuna de Sephadex
G-75 de 8% x 1,5 cm. com 150 @1 de volume tatal, mantida
i1 JDE+ iniciglmente lavadsz com acidop acetico 1 M contendn
I mg/ml de SAB e depois eguilibrada com dcido acéticn § M.
Foram coletadas fragoes de 5% gotas ([aprexlmadamente 7,5
ml}, sendo gue o volume Jde exclusan [UD] foi demarcade com
o Ig A—IEEI e 0 volume interno, pela Cis-SES. Para a iden
tificac@o das f{ragGes correspondentes ao MSA-BRL usou-se,
na calibracao da coluna, o MSA-BRL-II-1 e o MSA-BRL-I![-2Z,

marcados cam 1251.

0 meio condicionade de & placas de Petri {60x15 m )
for coletade em intervalos de 24 horas per 4 dias, e con-
gelado a -20°C, Em cada coleta fmram pbtidos de 35 a 4%ml
de meio. Para a purificagarp, todo o material fol 1liofili
zado e retomado em 3 ml de acido acético 2 M, 0 material
insolovel fol removido por centrifugacde em microcentrifu
ga Beckmar 8 (2 minutes), aplicando-se, a seguir, o scbre
nadante clarc na coluna de Sephadex G-75% calibrada. As
fragoes eluidas correspondentes ac MSA-RRL {pico II e pi
co 11T} foram combinadas e licfilizadas., Os rosiduos lin
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filizados foram retomados em 4 ml de Zcide acétice 1 M,

divididos e secos no concentrader Spinvac Savant e guar
o

dades a -207C.

Z2.6- CONTROLE DO MEIOQ PURIFICADO QUANTO A PRESENGA DR
PROTEINAS FIXADORAS DE SM

0 ensaio fol desenveolvido em tuhos conices 12x75 mm
(Walter Sarstedt), no volume total de 0.4 ml com tampac
fosfo-salino (pH 7.4) contendo 2 mg/mi de SAB (Sigma).All
quotas das fragdes eluidas da celuna de Sephadex G-75 na
filtragdo do meio condicipnade foram incubadas nn  ausen
cia c na presenca de MSA-BRL em excesso (1,23 ng/ml). Pa
ralelamente, como referencia ensajou-se 6,25 vl de 500
de rato normal, fonte de proteina fixadera de SM. Desta
maneira, 100 ul da amostra, 50 ul do padrao de MSA-BRL
(1,25 ng/ml) ou tampac (controle), 200 pl de tampao 2
50 wl de MSﬁHIESI (-20.000 cpm ou 200-500 pg) foram incu
bados por 3 horas, a 30%C ou poT uma nolte, a 4@c,

125

Usou-se carvao ativade para separar o MSA- I liga

do 4 proteina e o MSA—IES

I livre. O carvao Norit (Mallin
krodt) foi ativade com solug@o a 2% de SAB (livre de aci
dos graxos-Sigma) em tampdac fosfo-salino (suspensac a 5%)

deixando-se-o por 4 horas &a 0%c ou 4°C, par uma noite.

Apds a incubagdo, 0,5 ml de carvdv ativade foi adl
cionado a cada tubo que, depois de agitade, foi rantido
ne gelo por 18 minutos. Seguiu-se uma centrifuapgagio ]aby
20 minutos em centrifuga Sorval RC-3 a 3000 rpm & 4°C. Os
sobrensdantes foram cuidadosamente aspirudes com pipetas

Fasteur 2 transferides para um tubo de vidro 1?2 = 73 mm.

COMISEAC B2CCN . [F UREECH. NUCIEAR /RO _ IBEW
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A radipatividade do sobrenadante contendo o coemplexc

1257 £0i determinada ne espectrome

125

proteina [ixadora-MSa-

tro gama. O sedimento com o MSA- I foi descartado.

2.7~ CEGNSAIQS POR COMPETICAO DO MSA

2.7.1- Ensaio por gompeticdo usando Proteina Fixadora de
5M

0 contelde de MSA nas amostras foi avaliade  pela

125I is proteinas fixadoras de

inibi¢ao da ligagaso do MSA-
5M do soro de rato (separadas da SM endOgena par filtra
¢an em pel Sephadex G-54). Trata-se basicamente do mesmo
método descrito em 2.6. Uspu-se soro de rato diluidoe a
1:16 (6,25 ul/tubo) e o ensala fol desenvolvide conforue
o esquema da Tabela A, A curva dose-resposta constou de
B pontos com concentragoes de 14 a 100 ng/ml de MSA BRL e
MS4 fetal (contetido relativo de MSA determinada pelo en

saic de receptor de membrana de fipado de rato).

A porcentagem de MSA-lESI especificamente ligado
foi determinada a partir da radiocatividade total adiciona

da subtrainde-se a ligagdc inespecifica.

2,7.2- Ensaic por Radiorreceptor com Membranas Plasmati-

cas de Fipado de Rato

Membranas plasmiticas altamente purificadas foram

ohtidas de figado de ratc Sprague Dawley pelo métode  de

Neviile (377,
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. . 125
Para o desenvolvimento do ensaio, MSA-BRI-"“71, pa

drao de MYA-BRL e amostras de MSA fetal (vreparagoes
6/12 & 13/12), foram pipetadas em duplicata em microtubo
(Beckman} de 0,4 ml{w;l|
trado na Tabela A, o velume final de incubagao foil de

. De acordo com o protocole 1lus

150 w1, no qual o SAB estava presente na concentracao de
10 mg/ml, em tampao fosfato Krebs Ringer (XKRP), pH 7.4,
Tampao KRP com 0,3% de SAB foi wsado nas diluigoes do pa
drao de MSA-BRL e do MSA fetal ao passo que KRP com 3% de
SAR foi usado para preparar o tragader (-1G.000 cpm ou
200 picogramas). As membrapas plasmiticas conservadas a
~40¥C em volume de ©,2 ml, foram diluidas vem KRP sem SAR
procurando-se chter uma wistura homogenea, o que € cConse
guido fazendo-se passar a suspensac de membranas atraves
de seringa e agulha. Apos todas as adicdes, os microtubos
foram agitados e incubados em banho de agua a 20-22%C por
90 minutos, A scguitv, os tubes foram centrifupados por 1
minuto, em microcentrifupga Beckman B: o schrenadante foi
aspirado ¢ descartado e a extremidades cantendo o fino se
dimento de membranas foi cortada com uma lamina. A radia
atividade associada as membranas fol quantificada en es

pectrémetro gama (Searle 1285) com 85% de eficiencia.

Nessa determinagdo, a ligacldo inespecifica foi de
finida come a radicatividade associada ao sedimento na
presenga de 100 ng/ml de padrao de MSA-BRL e foi subtrai
da da radieatividade do MSR-IESI total lipade, para  que

fosse obtida a ligacio especifica.

2.7.3- Badiocimuncensaio do MSA

Para o desenvolvimento do radioimuncensaio foram
utilizados tubos de propilteno (LKB) c tampig borato-sali



Tabela A
Protocolo dos ensaios por competigdo do MSA

Tubeo Tampao. Concentragao do Volume do Concentragao Msa-1251 Ligante
ne ul padrao ou amostra padraoc ou amostra final de MSA ul proteico
padrao de MSA ul - ng/ml ul
ng/ml
EPF* ERR** RIE*** EPF ERR RIE EPF-ERR-RIE EPF ERR RIE EPF-ERR-RIE EPF ERR RIE
A 230 30 250 - - - - - - - 50 .100 50 00
2 200 - 200 80 3 8 50 10 1 50 100 50 100
3 2838 - 200 160 15 16 50 20 5 2 50 100 50 100
- 200 - 200 400 30 20 50 50 10 2,5 50 ’ 100 50 1060
5 200 - 200 600 60 40 50 75 20 5 50 100 - 50 100
6 200 - 200 800 150 8¢ 50 100 50 10 50 1060 50 160
- 2C0 - 200 2000 300 120 50 250 100 15 50 100 50 100
3 200 - 200 4000 - 160 50 500 - 20 50 100 - 160
a 200 - 200 8000 - 240 50 1000 - 30 50 100 - 100
10 - - 350 - - - - - - - 50 - - -

* EPF - Ensdio da proteina fixadora de SM :
** ERR - Ensaic por radiorreceptor
*** RIE - Radicimunocensaio

L1
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nc ¢,05 M, pH 8,5 contendo 1% de SAB(Sigma).Conforme a Ta
bela A foram pipetados 50 pl do padrae {MSA-BRL)ou do des
conhecido (preparacoes de MSA fetal), seguides de 200 41
de gamaplobulina bovinafZ mg/ml), 100 wl de soro de coelho

[102)

anti-MSA-BRL 1:250 feobtido confoerme Vaitukaitis
50 w1l de MSA-22°T ¢20.000-50.000 cpm ou 150-300 pg). Apds
agitacao, os tubos foram mantides a temperatura ambiente
por uma hora e a seguir incubadeos a a°¢C por 72 horas. A
incubacao foi finalizada com a adigiao de 0,4 ml de seligao
a 4°C de polietileno glicol (PEG) 6.000 {Baker) a 20% no
tampao horato-salino, As amostras foram agitadas vigorosa
mente e em seguida centrifugadas por 30 minutos a 2000

rpm, & 40E, em centrifuga Sorval RC-3. Os sobrenadantes
foram aspirados cuidadosamente & descartades. 08 precipl

tados foram lavados com solugao a 4°c de 0,8-1,0 mi de
PEG a 12% em tampao borato-salino e recentrifugados a
3000 rpm, por 20 minutos, Os sobrenadantes foram aspira
dos e o5 precipitades de PEC foram centados em contador
gama Beckman 3000 com 82% de eficiéncia. O branco fol de
terminado na auséncia de soro anti-MSA-BRL e subtraido de
cada resultadeo.A ligacio especifica maxima (EG] foi deter

minada na auseéncia do peptidec competidor.

Z2.8- ENSATOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA DO MSA

2.8.1- Incorporacdo da Timidina-"H no DNA de Fibroblastos
(S8 58]

de Embrias de Galinha

Em placas de Petri de 60 mm (Falcon) foram distri
buii{das culturas terciirias de fibroblastos de embriio de
galinha, & uma densidede de 1 x 1I:I6 células/placa,em 0,2%
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de meio Eaple contendo 2% (v/v)de calde de¢ fosfate trip
tose [(Difco) e 0,2% (v/v)de soro fetal de vitelo(Gibco) .0
meio foi vetirado das placas depois de 4 dias de incuba
;ag e substituldo pelas solugdes a serem ensaiadas.Assim,
diluigoes de MSA-BRL (£,03 a 0,4 ng/ml) e de MSA fetal em
3 ml de meio Eagle com 0,25% de BSA foram aplicadas em
culturas paralelas para a curvaz dose-resposta. A placa de
controle, cujo conteldo era apenas as células em meio de
cultura, foi incubadas tambem em duplicata. Depois de 12
horas de incubagdo a 379C em atmosfera de 5% de CDE‘ o
meio em estudo foi substituido por 2 ml de meio Eagle
contendo 0,2 uCi/ml de timidina-SH e incubade por uma ho
ra. 0 meio radicativo fol removido e as culturas foram la
vadas duas veies com solugiao fosfo-salina a 40C, uma vez
com 3 ml de Acide trigloroacétice (TCA) a 10% a 4°c e
outra com 3 ml de etanol éter (3:1]. As ceélulas da placa
foram dissolvidas com NaOH 0,2 ¥ & uma aliquota foi adi
cionada ao meioc de cintilagac Aquasecl (New England Nuclear).
A incorporacac da radicatividade no material acido preci
pitavel, representandg o DNA sintctizadn(ﬁs) foi me
dida no sistema ¢intilador Mark II {(Nuclear Chicago) com
eficiencia de 60%. Tragou-se uma curva dessa medida  con
tra as concentragoes de MSA.

2.8.2- Estimulo de Multiplicagac dos Fibroblastes de Em-
briap de Galinha

Culturas terciarizs de fibroblastos foram distri
buidas no meio Eagle 0,2% a uma densidade de 7,05 x IGScE
lulas/placa de Petri de 60 mm. Apos 24 horas, o meio foi
substituido por meio Eagle contende 0,25% de SAB (contrg

le) , MSA-BRL{2,5 ug/ml), MSA fetal(5 ug/ml-contelido apa
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rente de MSAY ou sore de fero de vitelo (2% v/v). Depois
de incubadas por mais 96 horas, as células foram libera
das das placas(em duplicata)por tripsinizagae (tripsina a
0,25%) e contadas no Contador de Particulas{(Particle Data

Inc.}).

2.8.3- Incorporagac de Sulfato na Cartilagem Costal de Ra-
(64)

tos Hipofisectomizados

Fste bioensaio foi realizado pelo Dr. Phillips da
Northwestern University Medical School, Chicago,lllinois,
Usa,

2.9- ENSAIOS DA ATIVIDADE INSULINQO-SIMILE DD MSA

2.9.1- Dxidacio de Glicose em Adipdritos Isclados de

Rato!">+77)

Ratos Sprague Dawley machos (100-180 g) foram anes
tesiados com éter e decapitados, tendo sido entzo removi
dos os coxins de gordura do epididimo. Estes foram corta
dos em diversos pedagos e digeridos & STGC‘ sob agitagao
moderada em tampdao bicarbonato Krebs Ringer (KRB) conten
do 2 mg/ml de colagenase (Worthington Biochemical Corp.).
0 tampiao KRB usado em todas as experiencias continha NaCl
118 mM, KC1 5 mM, EaClzl,S nM, HgSD4 1.3 mM, I{HZPD4 1,2 mM
e NaHCOD 25 mM. 0 pH foli ajustado a 7,4 com NaOH depois

que o tampao foi equilibrade com 95% de 0, e 5% de Cﬂz.

L 8 U ¥ A 0 T C O E Y I = St = o
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Apos 40-860 minutos, os adipdcitos isolados foram sepa
rades do debris por filtragao em crivo de seda. As celu
las foram lavadas trés wvezes em tampao KRB e ressuspensas
no mesmo tampao contende 2% de SAB.

Bigensaie - A oxidagao de glicose fol avaliada pe
1%c) a Mco,. Assim, 0.2 m1 de

suspensdo gordurosa fol adicionada a 1,8 ml de tampao KRB

la conversao de glicese-(0-

{com SAB) contendo 0,3 mM de glicose e 10 uCl de glicose-
[U-lch (New England Nuclear}., Os elementos docsados, ou
seja, insulina porcina (Elanco Products Co), MSA-ERL e
duas preparacoes de MSA fetal, foram colocados em frascos
de polietileno. Os frascos de incubagro foram  gaseifica
dos com 95% de ﬂz e 5% de CDE‘ hermeticamente fechados e
incubades no agitader metabglico a ETDC, per duas  horas.
No final da incubagie os conteildos dos frascos foram aci
dificados com 0,3 ml de H2534 ZNeo 14CDE liberada foi
coletado em 0,2 ml de hidroxido de hiamina. Paraz a curva
dose-resposta diluiu-se a insulina porcina ne intervalo
de 0,1 -~ 1,6 ng/ml, o MSA-BRL, de 20 - 1000 ng/ml e o MSA
fetal, de 10¢ - 3000 ng/ml.

2.9.2- Ensaio por Radiorreceptor Especifico para Insulina
£20,72,73)

Usando-se Linfocitos Humanos Cultivados

Q tampzo do ensaio constituiu-se de Hepes 100 mM
fpH 8,0), NaCl 120 mM, MgSE]4 1,2 mM, KC1 2,5 mM, NaﬂZHSDE
15 mM, glicose 10 mM, EDTA 1 mM e 1 mg/ml de SAR, O traga
dor dea insulina-lESI, o hormonio nao-marcado & as células
foram diluidos no referide tampdo. Estas substancias  fo
ram adicionadas em pequenos volumes, dando ¢ wolume final
de 0,5 ml: a insulina-lzsl{tragadpr], na concentracgaoc de

145 pg/ml (-10.000 cpm), insulina porcina, MSA-BRL MSA fe
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tal, e tinfécitys humanos IM-9({concentragio final de 12,7
x 10°
de 200 ul foram pipetadas sobre 200 uyl de tampac Hepes a
4¢C, em tubos plasticos de microcentrifuga de 0,4 ml.Apds

células/ml). Depepis de 80 minutos a 15°¢, aliquetas

centrifugagac de 1 minuto em microcentrifuga Beckman B,os
sobrenadantes foram aspirados e descartados e a radiogati
vidade do precipitado celular fol centada.

4 ligacao total diz respeito a radicatividade asso
ciada ac precipitade celular, ne qual as células foram in
cubadas somente com o tragador de insulina. A fragao nao-
-especifica foi determinada como a radigatividade asscclia
da com o precipitado celular, ac incubar-se as cé&lulas cam
o tracador na presenga de excesso de insulina nao-martcada
(1 ug/ml). A ligacdo especifica foi a diferenga entre a

ligacdo total e a nido-cspecifica.

2.10- DETERMINACAQ DO PESO MOLECULAR DO MSA FETAL

Para este propodsito fol usada a eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS). Pla
cas de gel de 1,27 mm (Acqueboque) com 17% de poliacrila
mida e §DS foram preparadas de acords com o método de

(46) (lﬂ?j, com excegao de

Laemmli rodificado por Weintraub
que no tampde das amostras de MSA fetal nao fol colocado
o agente redutor beta-mercaptancl e as amostras de MSA fe
tal ndo foram fervidas antes da aplicagic no gel. Foi usa
do o fenol vermelho como cor de referencia e uma voltagem

constante de 130 wvolts.

Foi utilizade o método de Rlakesley & Boezitg] para
a visualizagao das bandas proteicas, empregando-se ¢ azul
brilhante Coomassie G-~250 (xileno brilhante cianina G,ICN
Pharmaceutical Inc., N.Y.).
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Para a identificagao do MSA fetal, os gels foramcor
tades em segmentos de 1 mm e eluido com 0,5 ml de tampao
borato-salino 0,05 M, pH 8.5, contendoe 1% de SAE.Desenvol
veu-se 0 ensaio de receptor em membranas de figado de ra
to com aliquotas do eluato.
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5. RESULTADDO

3.1- PURIFICACAQ DO MSA-BRL

A primeira fase da purificacdo do MSA-BRL, atraveés
da cromatografia em resina de troca ionica,resultou em um
enriquecimento da atividade em cerca de 5 vezes. A purifi
cagdo subseqllente em Sephadex G-75 em Acido acético 1 M,
resultou cm MSA-BRL 50 vezes mais purificagae do que o
material inicial.

Tres regides com atividades biologicas foram recupe
radas do Sephadex G-75. Estas regioes foram designadas co
mo picosl, II e III,com base ne seu perfil de eluigaoc e
na mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida em
ureia 9 M, pH 2,7, 0 eletroforetograma das fracoes dae
MSA-BRL selecionadas da coluna de Sephadex G-75 & mostra-
do na Fig. 1. O pico I apresentou uma banda maior & algu
mas peguenas bandas proteicas coleridas, enguanto gue o
pice II consistiu de gquatro bandas com valores de Rf de
0,42 a 0,4B(relativamente ao corante)] e o pico 111 de duas
bandas mais distintas. 0 MSA-BRL-II mostrou uma atividade
especifica superior a 50 vezes a do meio cnndicionadﬂ{SE]

e este pice fol usado como padr3o nas experiéncias.

Com relagdo a purificagio de MSA-BRL marcada com
125] envolvendo dois sistemas cromatograficos, Sephadex
G-25 e Sephadex G-75, o primeiro sistema nao discriminou
os picos de HSA-BRL-IEEI e albumina marcada, mas a separa
¢do do iodo livre foi bem evidente., Entretanto, no Segun
125I da

I. gue no en

do sistema houve uma separacao nitida de MSA-BRL-
albumina radicativa. A frag¢de do MSh-BRL-I25
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Fig. }- Padrdo eletroforetico do MSA-BRL em gel de polia
crilamida em pH acido, observando-se as 7 espe
cies biolopicamente ativas: uma situva-se no pico
I, gquatro situam-se no pico II{II-1,2,3,4) e duas
ne pico III{III-1,2). O MSA-BRL foi obtido da pu
rificagao em Sephadex G-75. A coloracao de refe
rencia estA representada por uma [lecha vertical.

saio de radiorreceptor mostrou maior ligagdoc total, maior
razdo entre ligacdo especifica e nio especifica e maior
sensibilidade, fol selecionada para as experiencias de
ensaios competitivos e analiticos. Cada preparacdo foi es
tavel por aproximadamente 4 semanas.

3.2- DETERMINACAD DE DNA, PROTEINAS ESPGCIFICAS E MSA NO
MEIO CONDICIONADO PELO FIGADO DE FETO DE RATO

0 conteudo em DNA de seis placas de cultura, deter
minado no quarto dia, foi de 4,8 mg.

A a]fal-fetuprﬂtefna, 2 albumina ¢ o MSA, determina
dos em aliquotas colhidas do primeire ac quarte dia apos
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o estabelecimento das culturas dos fragmentos de figado
fetal, foram produzidas em quantidades relativamente cong
tantes do 2% ao 4% dia (Tab. 1).

Tabela 1

Liberacia de alfal-fetﬂ-pratefna‘ albumina e MSA pe
los tecidos de figade de feto de rato em cultura.

Dias em Coleta Concentracgaoc do meio
cultura didria candicionado-ug/ml

ml/placa -
alfal~fetnprotefna albumina MSA
i ) 105 ZB3 5,3
z 3] 63 178 2,0
3 & 46 118 3.7
4 i 43 127 2.0

* Determinado pelo ensaio de receptor de membranas de fi

gado de rato,

3.3- EFEITO DE INIBIDOR DE SINTESE PROTEICA NO MEIO DE
CULTURA DE FIGADO FETAL

0s dados da Tabela 2 mostram que o meio condiciona
do tratado com cicloheximida, inibidor de sintese protei
cd, apresentau um decreéscimo em relacao ac controle na
concentracao de albumina, alfal-fetnprutefna & MSA fetal,
diié variou de BOY, B0% e 96,5%, respectivamente.
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Tabela i

Efeito dz cicloheximida no meio de cultura
de tecidos de figade de feto deo rato.

Proteina Concentragan do meio condicienado
ug/ml/24 horas

Controle Tratado c¢om cicloheximida

alfal—fetopruteina 20,0 4,0
albumina 38,0 7.6
MSA fetal 0,11 < 0,005

3.4- PURIFICACAD PARCIAL DO MSA FETAL

A ctoluna de gel Sephadex G-75 foi calibrada com
MSA-BRL (picos IT e III} marcade com 1251. Come mostra a
Fig. 2, as fragoes 25-40 englobaram os dois picos de MSA-
BRL-IESI. Na purificagio do meio condicionade pelo figado
de feto, a mistura das fragoes 25-40 foi usada nos estu
dos subseqllentes, representando o "MSA fetal', parcialmen

te purificade em Sephadex G-75.

3.5- CONTROLE DO MEIO PURIFICADO QUANTO A PRESENCA DE
PROTEINAS FIXADORAS DE S5M

Como se observa na Fig. 3, as fragoes 16-24 eluidas

do Sephadex G-75 na filtragae de meio condicionado mostra
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Fig, 2- Calibragao da coluna de Sephadex G-75 com MSA-BRL-
12571, As fragoes contendo MSA-BRL pices IT e III,
marcado com 1Z°1 foram situadas na eluigdo em co
luna de Sephadex 6-75 de 85 x 1.5 com {veolume de
L5 ml), camjﬁcido acético 1 M, 0 volume de exclu
580 (V) estd representadeo pelo Ig-A e o  volume
interno (Vy) pela 355-Cis. O meio coletado das
culturas de figade fetal durante 4 dias, foi wusa
do Como fonte do MSA fetal para a purificagac em
Sephade¥ G-75.
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Fig. 3- Atividade inibitoria da ligagac do MSA- Ing £il
trade do meio condicionado pelos fragmentos de f1
gado de feto de rato., Aliquotas das fragoes cole=
tadas na filtragao em gel Sephadex G-75 do meio
condicionado pelos fragmentos de figado de feto
de rato foram liofilizadas e ensaiadas para tes
tar a atividade de proteina fixadora de SM., Estz
atividade esta representada pela porcentagem de
MSA-BRL-125] especificamente ligado.
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ram uma atividade inibitdria da ligacao do HSA_IESI evi

denciando a presenga de proteina fixadora de S5M nests fra
¢oes, enquanto que as fragoes 25-40 nao mostraram nenhuma
inibig¢do. Nesse ensaic a ligagac inespecifica fol de 5-7%.
Por outre lade, o sore de rato(usado comc referéncia), no
mesmo ensaios, apresentou 35,2% de ligagao especifica.

3.6- ENSAIOS DE LIGACAO COMPETITIVA DO MSA

3.6.1- Fnsaio de Ligacido Competitiva Usande Proteina Fi-

xadora de SM

Como mostra a Fig. 4, as curvas dose-resposta de
MSA-BRL ¢ MSA fetal foram identicas. Nesse sentide, 100%
da ligagao especifica corresponderam a 5,86% da radioati
vidade colocada. Esta lipagiao especifica mdxima foi repre
sentada contra a concentragao de MSA-BRL naoc-marcado ou
equivalente de MSA(ng/ml}.

3.6.2- Ensaio por Radiorreceptor com Membranas Plasmati-

cas de Figado de Rato

Os preparados de MSA fetal purificados em Sephadex
G-75 e MSA-BRL inibiram a ligacao do MSA-IESI aos recepto
res de membranas plasmatica de figado de rato, na mesma
extensac e com curvas dose-resposta paralelas (Fig. 5). O
céntetido de tada preparagao de MSA fetal foi determinadeo
medidht® ensaios de radiorreceptor, sendo que nestes en

saios 50% da ligagdo do MSA-BRL-12%7 corresponderam a
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Fig. 4- Ensaio competitivo de MSA-BRL e MSA fetal na liga

cdo do MSA-123] 3 proteina fixadora de somatomedl
na. Soro de rato normal(6,25% uwl) foi incubado com
o MSA-1Z3I e as concentragdes indicadas deMSA-BRL
ou preparagoes dJde MSA fetal purificadas em Sepha
dex G-75. 100% da ligacdo especifica corresponden
a 5,80% da radioatividade colocada.
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5-12 ng/ml do padrac de MSA-BRL. O MSA fetal determinado
neste ensaio constituiu aproximadamente 5% da proteina to

tal de cada preparagie.

3.6.3- Radioimunoensaio do MSA-BRL

Na Fig. 6, onde os valores porcentuais da razao
EIBD estao em escala logite versus as concentragoes de
MSA-BRL ou MSA fetal, observa-se que as curvas de MSA fe
tal sac quase paralelas a curva padrac, demonstrando que
o MSA fetal esta relacionado imunologicamente ao MSA-BRL.
Verifica-se que o efeito inibitorie de 50% correspondeu a
6,5 ng/ml com © MSA-BRL e a 20,0 e 26,0 ng/ml com as pre
paragoes de MSA fetal. O valeor do branco, determinade na
ausencia de soro anti-MSA resultou em 3,3% da radicativi
dade colocada, enquanto a ligacdo especifica maxima [BD}
determinada na auséncia de competidor foi de 28,B8%.

3.7~ ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA DO MSA

3.7.1- Incorporacde da Timidina-"H no DNA de Fibroblastos

de Embriac de Galinha

0 MSA fetal e o MSA-BRL estimularam cerca de tres
veZes a incorporagaoc da timidina-sﬁ no DNA de culturas
terciarias de fibroblasteos de embriao de galinha, mostran
do curvas dese-resposta identicas (Fig. 7). Com efeito, a
incorporagdo de 4 placas controle variou de 5 x l'lJ3 a
7.5 x 107 cpm e a incorporagio a 50% da maxima obtida fai

de aproximadamente 15 x 107 CpMm.

Coperrn ot LT FRTRG s KUCLEAR FED . |PEN
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Fig. 5- Ensaio competitive de MSA-BRL e MSA fetal na liga
¢io do MSA-1%3
do de rato. No ensaic com receptor de MSA nas mem

1 s membranas plasmaticas de figa

branas plasmaticas de figado de rato, o MSA-BRL e
o MSA fetal{preparagoes de 6/12 e 13/12) foram adi
cionades, respectivamentc, nas concentragoes indi
cadas absolutas(nanograma/ml) ou relativas(x). A
125, ligado estd representada
no grafice contra a concentracdoc de MSA-BRL e MSA

fetdl.

porcentagem de MSA-
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Fig., 6- Radioimunoensaio de MSA-BRL e MSA fetal usando an
ti-soro de coelho anti-MSA. A ligacdo especifica
maxima (BD) determinada na ausencia deo peptideo
competidor fol de 28,8% da radiecatividade adicioe
nada. B € a ligagao especifica de cada concentra
¢do de peptidec competidor. A razio B/B_ esti re
presentada no grifico contra a concentragao de
MSA-BRL ou MSA fetal (duas preparacgoes purifica
das em Sephadex G-75).
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Fig. 7- Incorperagidc d=s timidina—SH no DNA de fibroblastos

de embTiac de galinha, induzida pelo MSA-BRL e MSA
fetal. Utilizando-se culturas tercidrias de fibro-
blastos de embriao de galinha, a timidina~3H incor
porada ao DNA foi determinada pela radicatividade

do material Zcido precipitivel, conforme descrito
em metodos. 0O comportamento identico do MSA-RRL e
MSA fetal {oi mostrado pela superposicac das cur
vas dose-respesta. -
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0 MSA fetal (5 ug/mi) também estimulou a multipli
cagdo de fibroblastos de embriac de galinha cultivados
sem sora {Tabela 3), A magnitude de estimulpo foi similar
aquela obtida com 2% de soro de feteo de vitelo e ligeira
mente menor do gque com 2,5 pg/ml de MSA-BRL.

Tabela 3

Estimulo da multiplicagido de Fibro
"lastos de embriac de galinha,

Polipeptideo Nimero de c£

Concentragan

adicionado lulas/placa
Meio {controle) - 6.3 x IU3
MSA-BRL 2,5 pg/ml 12,85 x 10°
MSA fetal 5 ug/ml 10,05 x 10°
Soro feral de 5
vitelo 2% (v/v) 10,05 x 10

3.7.2~ Incorporagan de Sulfato na Cartilagem Costal de

Ratos Hipofisectomizados

O MS5A fetal, o MSA-BRL & o soro de rato estimula
ram & incorporagic de sulfato na cartilagem costal de ra
tes hipofisectomizados (Tabela 4). Ja com as menores con
centragoes testadas, 0,7 ug/ml de MSA-BRL & 0,27 Lg/ml de
M5A fetal, nota-se um nitido estimule.

L LT L LD i hiFL NWUCLLARS3P . FCH
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Tahela 4

Avaliagac dp estimule da captagaoc 4de sulfato na cartila
gem costal de ratos hipofisectomizados *“in wvitro',

o

Material adicionade Concentracgao Captacan Sﬂi[ugf
100 mg pesa secn)
Média - E.P."

Contrale - - 12,7 : 1,1
Soro de rate 0,2% [v/v) 27,9 T 3.4
Soro de rato 1,0% {v/v} 0.1 5 4.1
Soro de rato 5,0% (v/v) 32,1 © 4,2
MSA-BRL (pico 11) 0,2 wg/ml 19,7 1 1.2
MSA-BRL (pico 1) 1.0 pa/ml 22,1 1 2.2
MSA-BRL(pigo II) 5.0 Lg/m 26,0 = 3,3
MSA fetal{13/12) 6,27 ug/mt 25,0 122
MSA fetal(13/12) 1,33 ug/ml 27,0 1.8
MSA fetal(13/17%) 6,67 ug/ml 0,7 22,7

* Conteudo de MSA baseado no ensaic de receptor de membra
nas plasmaticas de figado de rato.

** E.P. - erro padrao.

3.8~ ENSAIOS DE ATIVIDADE INSULINO-SIMILE

0 MSA fetal exihiu fraca atividade insulino- simile
no bicensrio da oxidagao da glicose em adipécitos 1sola

r
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dos de rato em comparacao com a inswlina porcina(Fig. 8).
Duas preparagoes de MSA feral (5/10 e 17/11) exibiram ati
vidades 14 ¢ 54 mU/mg, ao passo que o MSA-BRL ¢ & insuli
na porcina mostraram a7 mU/mg e 25 U/mg, respectivamente.
Assim, a potencia insulino simile de MSA fetal(0,06-0,38%
da insulina) & similar a da MSA-BRL{0,19% da potencia da
insulina)l.

A fraca atividade insulino-simile deo MSA feral foi
vista nap somente no bicensaio de adipocites, mas tambem
na sua fraca inibigao da ligagac da insulina-leI(porcinaj
aos receptores da linhagem celular IM-9 de linfoblastéi
des humanos. Deste mpdo, na exPeriéncia da Fig. 9, o MSA-
BRL mostrou uma poténcia de 0,74% como inibider da liga
¢do da insulina, comparando-se com a potencia da insulina
porcina: o MSA fetal acuscu uma poteéncia relativa de 0 0%%.

3.9- ELETROFORESE EM GEL DE FOLTACRILAMIDA-SDS

Como esta ilustrado na Fig, 10, a atividade do MSA
feral (equivalente a 25% da atividade aplicada) foi recu
perada na porgao do gel Iigado ao citocromo C(PM 12,500je
a cadeia A da insulina (PM 2.200), onde estia incluide o
peptideoc I1 do MSA-ERL (PM 8.700).

0s Rfs foram calculados em relagdo & migragao do
fenol vermelho e o MSA {fetal, de acordo com 8 atividade
determinada pelo ensaic de receptor de membranas de figa
do de rzfo, situpu-se entre 0,47 e 0,02, aproximadamente,
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Fig. 8- Estimulo da oxidacao da glicose em adipocitos isolados de

rato pela insulina porcina, MSA-BRL e MSA fetal. A ativi
dade insy&ino—simile foi mensurada pela conversao da gli
cose |U-""C] a CO,. A insulina porcina, MSA-BRL e  duas
preparacgoes de MSA fetal(5/10 e 17/11) foram adicionadas
nas concentragdes indicadas. A radioatividade do 14C0; re
presentada no grafico corresponde a que foi produzida em
uma hora de incubacgao.
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Competican da insulina, MSA-BRL e MSA fetal na 11
gacao da ingulina—125laﬂs receptores de insulina
nos linfocites humanos cultivados {IM-9). A 1Insu
lina porcina, o MSA-BRL e o MSA fetal(preparagoes
de 6/12 e 33/12) foram incubados com insulina mar
rada e linfocitos cultivades{12,7 x lDIEI celulas/

ml). A porcentagem da insulina ligada estd repre
sentada no grifice contra a concentragdo do peptl

deo.
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so molecular das proteinas marcadoras foram:SART
68.000: tripsina, 23.500: citocromo ©, 12,500
MSA-BRL-TI-1, 8.700; cadeia A da insulina,Z.200.
Os Rfs foram calculades em relagao 4 migracio do
fenol vermelho,
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O horménio de crescimentn (HE) pituitirio, princl
pal hormonio responsavel pelo crescimente do esgueleto na
infancia, parece aglr indiretamente na cartilagem, via me
diadores pelipeptidicos coletivamente corhecidos come 50
matemedinas (SM], presentes ne plasma e que se  acredita
seTem sintetizados mo ffgndotlS}. Quatra  possiveis SM,
peptideos de baixo peso molecular com propriedades siml
lares, foram purificsdes ate a homepeneidade do plasma

£31,75,84,105)

humarna * A seqllencia completa de aminedci

dos de um deles, IGF-3, & conhecida e mostra uma homelo

76
[’6‘. Erbory

gia extraordiniria com a proinsulina humana
63 peptideos de 5 purificades exercam efeitas anabdlicos
na cartilagem "in vitre" @ seus nlveils no plasma Sejam
dependentes do HC, permanece para ser demonstraco conclu
sivamente que estes peptideos substituem o EC "in vivo' e

-

promovem o crescimento de um animal deficiente em HO,

Rechler e Nissley puriticaram ¢ caracterizaram urm
gquinto membro dos polipeptideos da familia das SM, o MSA-
BRLES%2%%) 0 MSA-RRL & ¢ produte de uma linhagem celular
estabelecida, BRL 3A, derivada do figado de rato. (0 M3SA-

"BRL mostra ser muito similar 3s SM humanas purificadas nas
propriedades bioldgicas e guimicas ¢ na reatividade nos

. .o . - S 5.59.6 T
ensaios especifices de ligagao campetltluaiEJ‘S"hg‘bg"q}.

0 meio condicionado pelas celulas BRL 3A fol purifi
cado até a obten¢ac de MSA-RR! homogenes e esta purifica-
gao envolveu I etapas: crometoprafia em resina Dowex, Fil
tragac er gel Sephadex G-75 & epletroforese preparativi om
geel de poliacrilamida, conforme Aiﬂﬂley[hﬂj. Ko Trimeira
ctapa da purificagic :dos pep:tideos do MSA-BRL  através da

cromatografia de troca ibnica em Jowex, como descrite por
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Dulak = Teminfza}, perimltiu uma purificagde rapida., aumen
tande de 5-17 veres a atividade biologica do MSA, A £i]
tragao em el Sephadex G-75 com dcide acetice 1 M fol urj
lizada como o passo sepuinte, uma vez gue este procedimen
to separa a proteina <o MSA, dos peptideos bivlogicamente
atives do MSA. Usta proteina & eluidas no velume de exclu
30 {VO} da coluna € nac possui atividade Dioldgica, de

acorde com Moses{informagan pessoal).

e acordo com a Fig. !, no MSA-BRL homcgenco, anaki
sado pela cletroforesce em gel de poliacrilamida em melo
adcide, foram identificadas 7 especies biologicamente atl
vas., 0 MSA-BRL-TI-1 fol a especie melhor cardcterizada,
apresentando um PM de &.700 & uma cadeia polipeptidica
simples ™). 0 MSA-BRL-IIT-2? possui um PM de 7.p0Gl2° %)
0 padrac de MSA-BRL usado no presente tiabalhe foi ebride
das fragoes do pico IT da purificagao em Sephadex,incluin
do portante as 4 especies deste pico.

As cédlulas de BRL 3A fornecem uma fonte convenlente
e abundante do M54 para a caracterizagac quimica e um sis
tema ttil para o estudo "in vitre” da hiossintese da  5M,
Entretanto, desde que estas celulas perderam a capacidade
de sintetizar as orotelinas eswvecificas do hepatocito, tul
como a albumina(comunicacio pessoal do Dy, Coon), e desdds

que 4 sintese do MSA nio ¢ induzida pelo HC[?lﬁ, es5tas ce
lulas pareccem nao ser adeguadas an estudo da vogul agao
hormonal da sintese Jdo MSA, A fim de se estudar ¢ coantrn
le hormonal na sintese do MSA "in wvitro”, fol wutilizadaa
cultura de figado de feto, um sistema bem caracterizado e
conhecido por preservar um modelo normal da sintese  pro

[85). No pT;

teica hepitica e dos mecanismos regulatdrios
sente trabalhe tentou-se demonstrar que fragmentes de te
cido de figado de feto de rate mantides em cultura sinte

tizam polipeptideos que satisfazem todos os critéries co
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nhecidos para as 5M e ague mostram grande semelhanga com o
MSA-BRL.

4 presenca ce polipeptideos similares a  SM, ao gue
se chamou de "M3A fetal", no mele condiciopado pelos fray
mentos de figado de feto de rato foi inicialmente sugeri
fa por sua atividade inititoria da ligagdo do HSA-IEHI
receptores de M3A das mermbranas plasmiticas purificadas de
figado de vato (Tabela 1}. Este ensaio por receptor ¢ ol
tamente especifice para o MSA-BRL e para SM humanas puri
ficadasiSBj; insulina ¢ proinsulina ddo fraca reagac cru
zada e outrcs horminios polipeptidicos e fatores de «cres
cimente (TLGF, NGF, SM B) dao uma reagdo cruzada insignifi

-
cante(Jﬂ].

Entretanto,apenas este ensaio por receptor nic € su
ficiente para estahelecer que a atividade inibitdria apa

rece exclusivamente pela presenga de SM. As protelnas fi

xadoras de SM presentes no meic de cultura podem inter
. . 125 CiLs_w
agit com o MSA-BRL- I ¢ provocar uma inihlgaoc aparente
. 10,62y
o BRSAl0 por receptor[ .

Uma caracteristica que torna as SM substancias  dis
tintas entre os hormonios polipeptidicos, & o fato de cir
cularem no plasma ligadas dproteina de alte peso  malecn
Lag(37,53,106,111,113)

de 5 no plasma de rato toi verificada por Daupghaday

. A presgnga de proteinas fixadoras
{15
que notou gue, apds hipofisectomia, a atividade de SM  de
saparecias <om a vida media de 4 a 5 horas, sendo mals lon
ga gue a vida média do HC gue & da ordem de 20 minutos.No
homem, o lento desaparecimento da EM endopena depels dahi
pofisectomia foi demonstrade por Almquist = Falkhedam{l}e
atribuido ao fato das SM estarem unidas as proteinas plas

miticas. Estas proteinas parecem ser tambem dependentes
(11}

do HC, o gue foi demenstradeo ne rate com o MSA a8 com

CURIZTAG VATEN T8 LRDT Uis NUCLEASR/SPE - IPDN
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| as MNEILA-5 1o hﬂmem["J. Do acordeg com Eapf[ll 1 a inte

ragde da SM com estas proteinas ¢ cspecifica e veversivel.

1 A Fim de separar n MSA fetal das proteinas  fixado
ras, o meic condicionado pelos fragmentos de figado de fe
to de rato fol concentrado por liofilizagao e fracionado
per Filtracie em gel Sevhadex G-75 em dcido aceético I M,

Estas condigoes foram cscolhidas em diveta analogia com a
purificagao do MSA do meic condicionado pelas celulas BRL

14, pols que, em pll Zcido, o MSA-BRL & dissociade das pro
{59) B

teinas fixadoras das SM presentes no meio

Com o perfil de calibragae da coluna de Sephadex G-
T8, mostrado na Fig. 2, reuniu-se as fracgoes de MSA fe
tal ([25-40} correspondentes aos picog IT o TTII do MSA-RBRL
Mas fragoes cluldas de meio condicionado de figado fetal,
aquelas que se situarcm ne velume de exclusao (16-24) mos
trarvam uma atividade iribitoria da Iigacdo do MSA marcado
{Fig. 3], atribuidu 3 presenca de proteinas fixadoras nue

se dissociaram do MSA fetal no pH Scidotbﬁj.

Para ser usada como radicligante nos ensalios  compe

titivos e analiticos, tratou-se de se selecionar a fragao
| de MSA-BRL-1-71 que mostrasse uma maior sensibilidade no
ensaic de radiorreceptor de membranas de fIgade de Tato,
jd citado como ensaio altamentc especifice para as  5M, e
assim melhor caracterizar o MSA fetal no seuw relacionanmen
i to com o MSA-BRL,

Camo o MSA-BRL ¢ outras SM estimulam a multiplica-
¢do celular e a2 incorporagic da timidina-"H no DNA em va

rias culturas CEIUlETESEES‘&J‘EEj

, esta agdo mitogenica
| fol testada no MSA fetal usando-se culturas terciirias de
ﬂ fibroblastos de embrigo de galinha. Assim, houve um aumen

to do numero de células apoés 4 dias de incubagao com 0

MSA fetal {Tabela 31, tal como acontece <com o MEA-BRL & o
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sorp fetal de wvitelo., O comportamentoe identico do MSa-BRL
e do MSA fetal foi sentide tambem na superposigio das cur
vas dose-resposta da timidina-SH incorporada ao [DNA dos
fibroblastos {Fig. 7).

[33]

De acordo com Gavin , @ insulina de diversas es
pécies e derivados de insulina variam em sua potencia de
estimular a oxidagan da glicese no tecido adiposa, varian
do de maneira analoga na sua capacldade de inikir a liga
c3o da insulina marcada aos linfocites humanes {a prepor
gao do cfeito nac ¢ a mesma). Deste modo, com o MSA fetal

wma fraca atividade insulino-simile foi vista nio Somen
te no bioensaio em adipdécitos [Fig, 8), mas tambén na sua

fraca inibigao da ligagéﬂ da insulina-l25

I (porcina) ans
receptores da linhagem celular de linfoblastoides humanos
IM-9 [(Fig. 9). Esta linhagem celular tem veceptores dc in

(33}

roceptores de MSA{SQJ. Como estd indicado na Fig., 9, e

sulina aburdantes e bem caracterizadoes e nao possui

MSA-BRL mostrou uma potencia de 0,74% como inihider da 11
- X n 125 - . . T
gagae da jpsulina- I em comparagae com a insulinas porcl

na;, o M53 fetal mestrou uma fraca inthigao {0,064%].

{Juanto aos biloensaios da S5M, estes,classicamente.sao
baseados na incorporacae do 5u1fat9(35594} na cartilagem.
A incorporagao do sulfate marcade na cartilagem como  con
droitin-sulfate mostra um indice adeguade 2o retabolisme

(23}

de numero de animais podem ser usadas na determinagac da

da cartilagem Por outro lade, cartilagens de um gran
5M: macaco, cavalo, vitelo, cao, porco, rato, etc. Com a
(64) & Msa
fetal mostrou atividade de 8SM, comparativamente com o
MSA-BRL e soro de rato (Tabela 3).

cartilagem costal de ratos hipofisectomizados

Portanto, fcoi demonstrado que o MSA fetal parcial
mefité furificado em Sephadex G-75 possul todas as ativida

dés Bioldgicas "in vitro"” fundamentais pars caracterisj-
lo como S5M;
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- Atividade mitogenica: estimulo da incerporacgac da
timidina~3H em fibrablastos de embriao de galinha
(Fig. 7) e multiplicagac des fibroblastos (Tahela
3}.

« Fraca atividade insulino-simile Zdemonstrada pela
oxidagio da glicose em adipﬁgito (Fig. 8) e por
competigac com a insulina-lznl na ligacdc cem o0s
receptores de insulina nos linfocites IM-§ (Fig.
oy .

- Tetimulo da sulfatagde dao carttilagem de ratos hi
pecfisectomirzados (Tabelz 4).
¥m cada hioensalo citadn, a artividade do MBS fa<nl
relativa 2o seu conteldo em MSA, Zererminada no ensajio ¢
receptor em membrana de figadn de rato (Fig. 51, foi com
paravel z deo MSA-BRL.

Cakbe agqui csclarecer que a designacac de um reCep

tor como receptor de MSA-BRL & apenas operacional e eostd

baseada no fato de que o MSA foi o radlioligante usado pa
ra identifica-lo. 0s ligantes naturais de cada receptor
de MSA estao ainda para ser identificados. Receptores es-
pecifices para o MSA foram identificados em 4 sistemas:

membranas plasmaticas purificadas de figado de rato{SHJ,

(72)

¢ linhagem BRL 3AZ de celuelas de  rato

fibroblastos de embrido de galinha

.
pele humana{z"D]
(75)

, fibroblastes de
cultivadas . 0 ensalo de recceptor de membranas plasma
ticas de figado de rato, por sua alta especificidade para
o MSA e 3M humanas, foi escolhido para avaliar os ecuiva
lentes de MSA-BRL nos meios colhidos de 5 diferentes gul-
turas e todas mantiveram indices ¢ proporgdcs apropriadas
de sintese de proteina fetal (Fig. 5).,além de mostrarem

set hormonalmente ativas como foi visto nas experiZncias,
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Uma vez estabelecido que a reatividade com recepto
res corvespondia 3 atividade bioldgica da SM, foi demons
trado, em seguida, que o MSA fetal também interagies Com
proteinas fixadoras especificas das SM do sore de rato e
com anticorpos de coelho anti MSA-BRL.

No ensaiec por ligacio competitiva usande preteina £i

xadora de SM de soro de rato,um ensaio especifico para
MSA-BRL e SM humanas[gﬂ}. o MSA-BRL & duas pPreparacoes
de MSA fetal mostraram curvas dose-resposta de inibigde
sobrepostas(Fig. 4], indicande um comportamento identico.
Este ensaio € especifico para as SM e somente o MSA-BRL,a
SM~A, IGF-T e IGF-1I inibem a lipacdo do MSA--c-1(9&: %3]

+

N¥p método imunoldgico urilizade, o polietileno gii
col € o agente separador do MsA 1251 Tivre e do ligade ao
anticoerpo. Fste metodo tem Se mestrado particularmente va
ligso no imunoensaio de substancias de pegueno peso  mole

cular(221+

Asgim, no radioimunoensaioc usando-se soro total an
ti1i-MS5A-BRL e MSA—ERL-leI (fig. 6], duas preparacaoes d;
M5A feral foram aproximadamente um tergo mencs potentes
que ¢ MSA-BRL (com base nos equivalentes do ensaio de r1e
ceptor em membranas de figado d¢ rato). Anteriormente, as
Gnicas substancias conhecidas por interagir ne radicimune
ensalo do MSA eram os peptideos do MSA-BRL e polipePtE

deos dependentes do hormenio de crescimento em soro de ra
ro(54.55) .

Portante, receptores de MSA, proteinas fixadoras de
SM no soro e anticorpo anti-MSA, tres macromeléculas que
reconhecem diferentes aspectos estruturais do  MSA-BRL e
das SM humanas, todos indicam uma relacdo extremamente
proxima do MSA fetal com MSA-TRL,
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0 MSA fetsl também se assemelha ao MSA-BRL nao  que
respeita as propriedades guimicas: peso melecular, extabl
lidade a acide ¢ denaturantes e mobilidade eletroforeti
ca. 0 peso moleculardo M3A fetal determinado pela eletrofo
rese em pel de acrilamida 5DS, ficou entre 4,500 ¢ 12,500
(Fig. 107, sendo similar ao peso molecular §.700 do MSA-
BERL-11-1 e ao pesc molecular 7.000 do MSA-BRL-II1-2. Tal
como o MSA-BRL, o MSA fetal & estavel av dcide e ndc &
inativado pela ircubagaoc com 5NS na ausencia de agentes

redutores {Fig. 10,

Existe uma prande gquantidade de pesguisas arienta
das no sentideo dese comhecer o local onde as  somatomedinas
sdao sintetizadas., A dificuldade na guantificagac das  SM

£ o maior problema enfrentade por estas pesquisas, A

I
tividade cruzada & tHo extensa gque ainda nao exliste ne
nhum ensaio que megda exclusivamente apenas um dos PEPti

deos da 5M., Assin, guando estes cnsaios Sdo usados para
determinar os niveis de SM no soro, o efeito resultante de
virios peptideos esta sendo estudado: a contribuicdo rela

tiva de cada 59 depende do ensaio usadoiﬁgj.

A maioria dos dados de pesguisa do Iocal de sintese
das SM, sugerem o figado como fonte predominante
0s figados de ratos hipofisectomizados liberam "in vitro™
menos SM que os de ratos nermais, Quando perfundides  'in
vitre' com HC, os figados de rato normal e os de hipaofi
sectomizades liberam mais SM que os cuntruleafﬁd}, ¢ quan

do hepatectomizados, os Tatos meostraram um decrescimo nas
- 3
oM 5cr1cas[ J.

Recentemente foi demenstrade gue a adigao de puromi
cina(initidor de sintese proteica) na perfusao de ffgad;
isolado de rato, reduzia a liberagan de IGF-1 desta prepa
racao; sugerindo diretamente a sintese hepitica de SMESQT

eppeefie e oens | [E ERLECIA NUGEEAR/SP - IPER

(9,13,13}_
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Fui constatada também uma diminuicdoe des nivels de 8M em
doengas cronicas da ffgado[gi‘gz‘llﬁ}. Todavia, ainda nao
foi descartada a idéia deo que o figade seja apenas o re
positorio das SM{43‘531+

‘I' b 1
(108] demonstrou que culturas de flgade de feo

Wicks
to prescrvam caracteristicas bioquimicas e hormonais sig
nificativas do Figade fctal no Stere, do estdgio de desen
volvimentoe em que se estabelece a2 cultura, dando um  mcde

lo bem proxime do estado "in vive",

Assim, as culturas de fragmentos de figado fetal,

tal como o proprio figade fetal, sintetizam albumina 3
alfal-feto~prateina. as proteinas mais importantes do
(55]

flulde amnitticeo . A produgdo destas proteinas foram

examinadas para testar a funcao do hepatdcito fetal na
cultura. Ambas as proteinas foram rapidamente sintetiza-

das pelos fragmentos de tecido no meio de cultura (Tabela
17. A velocidade de sintese foi reclativamente constante do
2¢ ao 4% dia de cultura ¢ correspondeu a 49 a 30% da pro-
telna total do meio. Fisen demenstreu, ma culiura dos
fragmentos de figado de rato, que a sintese relativa  de

albumina e alfa,-feto-proteina corresponde aquela da ida

‘de pestacicnal do feto (infermagao pessoal).

As experiencias das Tabel® 1 e 2 sugerem a  sintese
de MSA fetal no meio ceondicionado pelo fipade fetal, niao
0 pelo fate do MSA fetal ser produzido a uma taxa relati
vamente constante, mas também, porque o tratramento da cul
tura com o inibidor proteico, clcloheximida, diminuiu de
80 a 95% a concentragdao de MSA fetal. Deste modo estas ex
periencias representam mais uma contribuicic para a hipo
tese de que as SM slo sintetizadas no figado. F convenien
te lembrar que,desde que as culturas foram estabelecidas e
mantidas em meio desprovido de soro, o MSA fetal nav po
de tarega eripinaeds de contaminacio de soro,
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Na vida fetal nenhuma fungae distinta para o HC fel

(A7 67 o .
cncontradat ]. Diz-se que os niveis de HC na  neonato

estac no intervale descrito parmcos acrumcgﬁ]icas{ggj,ﬁlém
disse, o MC materno ndo cruza a placenta, e, de fato, e
suprimido durante a gestacac. Anencefaliceos, sem tecidos
hipotalamico e pituitiario podem atingir crescimente nor
mal para a idade gt::-;tziu:_'iq::nn'ctlI[:L[B‘:I e individuocs com nanis
mo por deficiéncia de HC mostram ac nascer, um peso  apro

(47]

a ausencia de uma fungao para o HC na vida fetal

priadao . Ag mesmo tempo, cstudos em animais  cenfirmam

(47)

Por outre lado, pouco se sabe sobre a regulacao da
SM fetal, porem o HC parece nde ser o mals impertante fa
tor regulador, nao 50 pelo que fol mencionade mas também
por nac haver nenhuma correlagdo entre os niveis de  HC

11.90 ¢
fetul e de 5M fetﬂ1[411jﬂ,j3,98]‘ De acordo com Daugha

dayflﬁj B Hurley[¢3], os hormonios lactagénices placentd
rios podem induzir a sintese da 5SM em ratos  hipofisecte
mizados. A insulina tem sido relatada mostrando um papel
importante no crescimento fetal, com base nas cohservacoes
de existir uma correlacdac entre a hiperglicemia maternal
(¢ presumindeo-se uma hiperinsullnemia fetal] e o tamanho
fetal (criangas grandes nascidas de maes diabéricas{ﬁlg.

(20)

depois da pancreatcctomia em caes e uma nermalizagdo pela

Eigermann constatou um decréscimo da atividade de SM
terapia insulinica, concluindo gue a sintese e secregio

dg 5M, cntre gutros fatores, csta também sch o controle
' {28)

(13)

da insulina. Outros estudos sugerem gue a prolactina

[109}‘ {7

também estimulam 2 liberacdo de SM,

0s estrogenos 0 glucagonio e & supernutrigao

A fungao das $M no crescimento fetsl ainda nao foi
totalmente avaliada.Muitos autores mediram os nivek plasma

o -~ a qj
ticos de 5M no cordiac umbelical de neonatastzl’J“‘Sq’ql‘gﬂT
usafido diferéntes ensaios, verificando-se alguma correla
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¢in entre niveis elevados e peso aumentade no nascimen
EO(SS‘SB‘IDD], embora os estudos ainda estejam incomple
tos. Por outro lado, P'Ercaletzlj mestrow valores baizoes
em algumas criangas que manifestavam um crescimento intra
uterinc retardado. Mo mesmo trabalho, este pesquisador
identificou receptores cspecificos de SM em tecides fe
tais do porco em difercntes idades gestacionals,sugerindo
gque o fetoe, de fato, possul a capacidade de responder as
SM durante o seuw desenvolwvimentg,

A SM foil tambem quantificada no liguide amnioti

7 r 5
colZy3.51) N T gue o nivel

. Moberg em seu artigo
baixo de fluido amnidtice estd assovciado com o retardamen
to de crescimento intrauterino. Dados convincentes sobre
a fungao das '5M no crescimento fetal ainda nao foram obti
dos e mesmoe a crigem das SM quantificadas no cordao umbe
lical e flulde amnictico esta ainda para ser determinada,

pols que podem ser tanto de origem maternz como fetal.,

0 sistema experimental usado neste estudo, cultura
de figado de rato, fei modificade e desenvolivido por

Simkins{ab‘aﬁ}, Bizen e calﬁ.(z?'asj.

A tcenica permite a
rapida preparagac de grande nimero de fragmentos unifor
mes de figado de rato e tem as vantagens de permitir a ma
nipulagao do meio de cultura de uma maneira relativamente
pura e facil e de nio reguerer uma suplementagao de pro
teina exbgena, como soro. A estabilidade dos  fragmentos
de tecide fni confirmada pela captagdo relativamente cons
tante de glicose e galactase, conteildo de DNA canstante
depois do primeiro dia e produgdv constante de proteina

nao sedimentﬁvelfBE‘Sﬁ}.

4 viabilidade da cultura fo1i con
firmada pelos dades das experiencias da Tabela 1, mostran
do a sintese de proteinas extracelulares(albumina e alfa -
~-fetoprotainal e DNA. Assim, pela tacil manipulagio e re
tengdn das propriedades de flgado fetal, este sistema pa
rece forrecer um modele adeqguado para o estudo da produ

cao de SM fetal.
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Em conclusao, o presente trabalho, por definir as
propriedades bioldgicas e moleculares da SM  sintetizada
pela cultura de tecido de figado fetal, bem como pelo sis
tema de cultura que utilizou, podera constituir-se em um
modelo ideal para pesqulsas sobre a Tegulagao da 5M fe
tal ¢ sobre o papel da SM no crescimento fetal.

[l
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{0 presente trabalhe demonstra a sintese de polipep
tideos bioquimica, bioldgica e imunclogicamente  relacio
nados com a bem caracterizada somateomedinaSM) MSA-BRL,pu
rificada da cultura da linhagem celular de figado de rato,
BRL 3A. O meio condicionade pelas fragmentos de tecido de
fipade fetal de rato de 19-20 dias, foi concentrado,croma
tografado em Sephadex G-75 sob condigoes dcidas comhinan
do-se as fragoes correspondentes ao MSA-BRL. Csta prepara
gao parcialmente purificada inibiu a ligagdo do MSA-BRL
marcado com 1231 ap receptor de MSA em membranas plasmitl
cas de figado de rato e foi chamadoe de MSA fetral.O conted
do de MSA fetal das preparagoes purificadas em Sephadex
G-75 fol avaliado peio ensaio de receptor de membranas
de figado de rato, constituinde aproximadumente 3% da pro
teina total, O MSA feral é um polipeptiden sollvel e esfa
vel em dcido, de peso molecular 4300-12500 determinado pe
la eletroforese em gel de poliacrilamida em dodecil sulfa
to de sddieo {SD8): o peso melecular do MSA-BRL € 8700. O
Ms4 feral estimulmu a incorporagac da timidina—sﬂ em DKA
de fibroblastos de embriaoc de galinha nuy mesma extensac e
com z mesma curva dose-resposta do MSA-BRL, e indurinde
também a multiplicagao desses fibroblastos. 0 MSA  fetal
estimulon a oxidagao da glicose em adipocito de rato com
paravel a atividade do MSA-BRL e ambos os peptideos inibi
ram fracamente a ligagdoc da insulina marcada com 1251 ans
receptores de insulina dos linfocitos TM-9, O MSA fetal o
0 M3A-BRL estimularam a incorporaqéo do sulfate na carti
lagem costal de rotos hipofisectomizades. O MSA fetal ini
biu a ligagio do MSA-BRL mavrcado com 125; 35 proteinas fi
xaderas da SM de soro de rato e ao anticorpoe anti-MSA-BRL-
nhtido de soro de coelho.
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A incubag¢ao dos fragmentos de tecide de figado de
feto com cicloheximida & = lﬂ-s M, por 24 horas, diminuiu
de BO-95% a concentragao de MSA fetal, albumina e al[al-
fetoproteina no meio condicionado, mostrande a sua sinte

se pelo figado fetal.

A cultura de tecide de fipado de feto de rato pare
ce fornecer um sistema adequado para o estude da regula
cao da sintese do MSA fetal e compreensac do papel das
SM no crescimento fetal.



56

ABSTRACT

The present work demonstrates synthesis of poly
peptide biochemically, biologically and immunolegically
related to the well characterized somatomedin BRL-MsA Multi
plication Stimulating Activity purified from the RREL 34
rat liver cell line. Media conditioned by eoxplants of 19-720
days fetal rat liver was concentrated, chromatographed on
Sephadex G-75 under acid cendlitions, and fractions corres
ponding to BRL-MSA combined. This partially purified pre
paration inhibited the binding of "*°I-labeled BRL-MSA tathe
M5A receptor of rat liver plasma membranes, and has heen
termed Fetal MSA, The Fetal MSA content of the Sephadex G-75
purified preparations has been estimated by the liver menbrane
receptor assay, and ceonstituted -5% of the total protein.
Fetal MSA is an acid soluble, acid stable polypeptide of
molecular weight 4500-12,500 determined by polyacrilamide
gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate; the molecular
weight of BRL-MSA is 8700. Fetal MSA stimulated the imncor
poraticn of 5H-th}rmidinc inte the DNA of chick embryo fibro
blasts to the same extenrnt and with the sume duse response
as BRL-MSA. It alse induced the multiplication of chick
embtyn fibroblasts. Fetal MSA stimulated glucose oxidation
in rat adipocytes, comparable to the activity of BRL-MSA,
and both peptides weakly inhibited the hinding of 1251 labeled
insulin te the insulin receptors of TM-% lymphocytes.Fetal
MSA and BRL-MSA both stiwmulated suliate uptake In costal
cartilage from hypox rats. Fetal MSA inhibited the hinding
of 125
from rat serum and to rabbit anti-BRI-MS5A 5erum.lncghation
M, for

I-labeled BRL-MS5A to somatomedin binding proteins

of fetal liver explants with cycloheximide, 5 x 10



24 hours decreased the concentration «f Fetal MS4,.alhymin
and alfal—fetoprotein in conditioned megia oy 88-95%, show
ing the liver synthesis of the Fetal #3A. Fetal livevr ex
plants should provide a useful model cystem tp study the
repgulation of Fetal MSA synthesis and to help elucicate
the role of somatomedins in fetal growth.
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