
O L G A Z A Z U C O HIGA 

COMPORTAMENTO BIOQUÍMICO, BIOLÓGICO E 

IMUNOQUÍMICO DO POLIPEPTÍDEO SOMATOMEDINA 

SÍMILE SINTETIZADO EM CULTURA DE TECIDO DE 

FÍGADO F E T A L DE R A T O 

Tese apresentada ao Instituto de Biociências 
da Universidade de São Paulo, como parte 
dos requisitos para obtenção do título de 
DOUTOR EM CIÊNCIAS na área de Fisiologia. 

SAO PAULO 
1979 



OLGA ZAZUCO HIGA 

COMPORTAMENTO BIOQUÍMICO, BIOLÖGICO E IMUNOQUÍMICO 

DO POLIPEPTÍDEO SOMATOMEDINA SÍMILE SINTETIZADO 

EM CULTURA DE TECIDO DE FÍGADO DE FETO DE RATO 

Tese apresentada ao Instituto de 

Biociências da Universidade de 

São Paulo como parte dos requisi_ 

tos necessários para obtenção do 

título de DOUTOR EM CIÊNCIAS na 

Area de Fisiologia. 

SÃO PAULO 

1 9 7 9 



Orientador: Prof.Dr.Bernardo Leo Wajchenberg 

Tese realizada nos laboratorios de 
Diabetes (NIAMDD) dos Institutos 
Nacionais de Saude (National lns_ 

titutes of Health) em Bethesda, 
Maryland, E.U.A. 



A meu¿ pala, 

qaz me tfiani>mit¿Ka.m a. v-Lda e 

t2.m òabldo fi<ii,p(litan. mea4 

COiV^íECAC i'.-¿c;Ci\'-'L CE EiviCF.GiA N U C L E A R / S F - íP 



Nossos agradecimentos 

- ao Prof .Dr'.Romulo Ribeiro Pieroni, quando no exercício do cargo 

de Superintendente do IPEN, pelo apoio e op<irtunidade que nos 

deu de obter uma bolsa da Agência Internacional de Energia Atô 

mica (AJEA), da qual se derivou o presente trabalho; 

- ao Dr.Bernardo Leo Wajchemberg, Orientador, pelos esforços que 

tomaram possível a realização deste trabalho; 

- ao Dr.M.M.Rechler, pesquisador do National Institute of Arthritis, 

Metabolism and Digestive Disease dos Institutos Nacionais de 

Saúde (NIH), pelo acompanhamento e orientação de nossas ativî  
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A B R E V I A T U R A S 

HC - Hormônio de crescimento 

SM - Somatomedina 

IGF - ln6u¿A.n-llkí gfiowth jactou - fator de crescimen 

to insulino-símile 

NSILA-s- non-òixpfLíòòlblí. Inòixlln-llkd activity àolablt 

atividade insulino-símile não supressivel (pelo 

anticorpo específico), solúvel em ácido 

MSA - matt-ípLítation òtlmatattng activity - atividade 

estimuladora da multiplicação 

BRL - Ba{^ialo fiat llv^fi - fígado de rato da raça Buffa 

Io 

SAB - soro albúmina bovina 

TCA - ácido tricloroacetico 

KRP - tampão fosfato Krebs Ringer 

PEG - polietileno glicol 

SDS - dodecil sulfato de sodio 

HEPES - ácido 4-(2-hidroxietil-l-piperazina)etano sulfôni 

CO 

EGF - fator de crescimento epidermal 

NGF - fator de crescimento nerval 
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1. I N T R O D U Ç Ã O 

1.1- CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A AÇÃO DO HORMÔNIO DE 

CRESCIMENTO (HC) 

As pesquisas feitas em torno do hormônio do cresc¿ 

mento (HC), ate aproximadamente hã três décadas, levavam 

a crer que a sua ação era direta sobre os tecidos-alvo, 

provocando o crescimento^^-^ . Como se sabe,a multiplicação 

de células animais "in vitro" requer a presença de soro 

ou frações deste no meio de cultura e, tradicionalmente, 

tem sido empregado o soro total para esse proposito^^^'' . 

Entretanto, mostrou-se que o soro contém um certo número 

de fatores que afetam o crescimento e a motilidade de cé 

lulas eucarioticas. Por outro lado, sabe-se que a insuli

na pode parcialmente substituir o soro na estimulação e 

síntese do DNA e na multiplicação de alguns sistemas celu 

lares No animal "in vivo", porém, é o hormônio de 

crescimento, e não a insulina, que exerce a função regula 

dora do crescimento. Assim, o hormônio de crescimento que 

"in vivo" promove o crescimento do esqueleto e a síntese 

proteica não tem, "in vitro", nenhum efeito sobre o tec^. 

do esquelético. 

Com os estudos, agora clássicos, de Salmon e Daugha 
f 78 791 

day*- ' ^ , ficou claramente demonstrado que o hormônio 

de crescimento por si s5 não exerce uma ação metabolicano 

tecido esquelético, mas que esta se processa através de 

uma outra substância, detectável no soro. 

Tal fato veio ã luz quando, na tentativa de desen 

volver um bioensaio mais aperfeiçoado para a mensuração 

do hormônio de crescimento, Salmon e Daughaday observaram 



que o soro de rato hipopituitârio tinha atividade diminuí 

da, em comparação ao soro de rato normal, quando usado pa 

ra estimular a incorporação do sulfato radioativo ( SO^) 

na cartilagem obtida a partir de ratos hipofisectomizados. 

Observaram que a capacidade de incorporação não podia ser 

amplificada pela simples e direta adição de HC no sistema 

de ensaio. Para que se obtivesse essa . amplificação era 

necessário o tratamento prévio, com HC, do rato hipofisec 

tomizado e a posterior utilização de seu soro no sistema 

de ensaio. Esta atividade foi designada pela expressão 

"fator de sulfatação", jâ que o ensaio empregado dependia, 

como foi exposto, da incorporação do sulfato radioativo 

na cartilagem. 

Cora o prosseguimento das pesquisas, novas ações bio 

lógicas foram sendo atribuídas a esse fator, evidenciando 

a necessidade de nova denominação, mais ampla e abrangen 

te. O termo encontrado foi "somatomedina" (SM), proposto 
(14) 

por Daughaday em 1972^ , baseado no fato de que seria 

um fator mediador, através do qual se processaria a ação 

do HC sobre o organismo vivo. Ficou, portanto, postulado 

na hipótese da somatomedina que o hormônio de crescimento 

não estimula diretamente o "crescimento" tissular, mas é 

o responsável pela geração de um segundo agente (ou agen 

tes) hormonal(is) - a(s) somatomedina(s)-que age(m) a n^ 

vel celular. Atualmente considera-se a somatomedina (SM) 

como um termo geral, associado às substâncias sob o con 

trole do HC com efeitos promotores de crescimento e ações 

similares ã insulina, ou seja, substâncias que imitam as 

ações biológicas da insulina sem que possam ser neutrally 

zadas pelos anticorpos anti-insulínicos. Por essa razão 

tem-se adotado também o termo fator de crescimento insuli. 

no-símile (insulin-iike growth factor-IGF), para a desi£ 

nação de polipeptídeos com atividade de somatomedina no 

plasma humano. 



1.2- FATOR DE CRESCIMENTO INSULINO-SÍMILE (IGF) 

Ê bem conhecido o efeito raetabolico agudo da insuH 

na no transporte e oxidação da glicose e na lipogênese. 

Nestas condições, os fatores de crescimento insulino-sími^ 

le (IGF) podem ser considerados como uma família de poli^ 

peptídeos que têm atividade biológica semelhante ã da in 

sulina em adipócitos "in vitro", não reagindo com anticor 

pos anti-insulínicos^"^''"^''. Eles têm efeitos anabólicos na 

cartilagem "in vitro" e acredita-se que medeiam a ação do 

HC no esqueleto. Ademais, são mitógenos para diversos tî  

pos de fibroblastos em cultura^^'^^-^ . 

Purificados do plasma humano e incluídos na família 

dos IGF estão 4 polipeptídeos: IGF-1 (conhecido também co 

mo NSILA-1); IGF-2 (ou NSILA-2); somatomedina A (SM A) e 

somatomedina C (SM C ) . Um quinto membro dessa família de 

polipeptídeos, ê a chamada "atividade estimuladora de mul_ 

tiplicação" (multiplication stimulating activity-MSA), ob 

tido a partir do meio condicionado pelas células BRL 3A, 
^ (58 95) 

uma linhagem celular de fígado de rato em cultura^ 

A somatomedina MSA, desde a sua identificação no 

soro ha mais de uma década, vem sendo bastante estudada, 

tendo-se conseguido sua satisfatória caracterização. Como 

este peptídeo serã, no presente estudo, referência para 

comparações bioquímicas e imunológicas, julgou-se de con 

veniência a apresentação esquemática de seu histórico e 

propriedades gerais, de modo a tornar mais clara e acess^ 

vel a discussão dos resultados e as conclusões a que se 

chegou com o presente estudo. 

J 



1.3- ATIVIDADE ESTIMULADORA DE MULTIPLICAÇÃO (MSA) 

Histórico e definição - Temin^ ' ^ usou a exprés 

são "atividade estimuladora de multiplicação" (multiply 

cation stimulating activity-MSA) para descrever as ativi_ 

dades existentes no soro que permitiam a proliferação da 

maioria das células em cultura. Juntamente com seus cola 

boradores, propôs-se a purificar as macromoléculas do so 

ro de vitelo que possuíam atividade estimuladora de multi^ 

plicação. Verificando que a insulina também estimulava o 

crescimento de fibroblastos de embrião de galinha quando 

colocada no lugar do soro, mas somente quando adicionada 

em altas concentrações, esses autores concluíram 

que os verdadeiros agentes promotores de crescimento pre 

sentes no soro poderiam ser pequenos polipeptídeos simila 

res a insulina, tal como a "atividade insulino-símile não 

supressivel (pelo anti-soro específico), solúvel em ácido" 

(non-suppressible insulin-like activity-acid soluble), a 
(29 301 

NSILA-s^ ' . Deste modo, Temin e Pierson, adaptando os 

métodos de purificação previamente descritos para aqueles 

polipeptídeos, purificaram o MSA de 6.000 a 8.000 vezes, 

a partir do soro de vitelo^^^-' . 

A seguir, foi constatado que certas linhagens mono 

clonáis de células de fígado de rato da raça Buffalo,esta 

belecidas por Coon^"''^^ , cresciam, bem em cultura, em meio 

não suplementado com soro^^"^'^'^-^ . A hipótese por ele for 

mulada foi de que esta célula de fígado poderia estar sin 

tetizando o mesmo fator de crescimento, chamando-o por is 

so também MSA. De fato, o meio desprovido de soro, obtido 

a partir de uma dessas linhagens celulares, o BRL 3A, man 

teve o crescimento de fibroblastos de embrião de rato e 
f 2 31 

de galinha (que eram soro-dependentes) . 
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o MSA tem sido extensivamente purificado a partir 

do meio condicionado, livre de soro, das células BRL 

3^(23,24,58 ,97) ^ comparado ao MSA de soro de vitelo'^^^^ 

quanto as suas ações biológicas. Em geral, identifica-se 

o MSA durante a purificação por sua capacidade de estimu 

lar a incorporação da timidina triciada ao DNA dos fibro 

blastos'de embrião de galinha^"^^' . Usando um método 

modificado Nissley e Rechler*'^^-' têm purificado o MSA até 

a homogeneidade a partir do meio condicionado pela mesma 

linhagem celular de fígado de rato (BRL 3A). 

Propriedades das somatomedinas - A atividade de SM 

foi constatada no plasma^^'^'''^-^ , no fluido cerebros 

pinal^'^-', no f í g a d o ^ ' , no rim^^^^ , nos músculos 

e na l i n f a . A maioria das evidencias disponíveis per 

mite afirmar que o principal sitio de produção de SM é o 

fígadô ^̂ '-'-'̂ "̂ '''-"̂ -̂'. Sabe-se que a SM é liberada pelo fíga 

do associada a uma proteína de alto peso molecular^'^"'"' ,se 

bem que não é conhecido com exatidão o mecanismo de trans 

porte do hepatocito para o plasma. São as seguintes as pro 

priedades que definem as SM como uma família de polipept^ 
^^^^37.75,84,106). 

a) Químicas: cadeia simples, polipeptídeos acido-so 

lúveis de peso molecular 5.000-10.000; 

b) Biológicas: fraca atividade insulino-símile em 

tecido adiposo "in vitro"; estímulo de processos 

anabólicos na cartilagem; estímulo da síntese do 

DNA e multiplicação de fibroblastos em cultura; 

c) Ligação a receptores: fraca interação com rece£ 

tores de insulina e intensa com receptores de su 

porfíele celular, específicos para SM; 

d) Ligação a proteínas fixadoras séricas, específi^ 

cas de SM, em soro de rato e de seres humanos; 

e) Imunorreatividade cruzada com as diversas SM. 



o fato de existir diferenças no ponto isoelétrico, 

na composição de aminoácidos, nos receptores e na reativj^ 

dade imunológica, indicam haver muitas espécies molécula 

res de SM. As relações entre as várias formas moleculares 

são ainda desconhecidas e maiores esclarecimentos virão 

com a elucidação de sua estrutura primária. 

Com o MSA purificado até a homogeneidade foi deter 

minado o seu peso molecular (8.700) e a composição em 
('241 

aminoácidos^ \. Demonstrou-se que suas reações sao seme 

lhantes aos fatores de crescimento insulino-símile huma, 

nos, quanto a propriedades biológicas e quanto a sua int£ 

ração com os receptores da superfície celular e com pro 
r 5 9 ) ~ 

temas fixadoras séricas de SM^ 

1.4- SOMATOMEDINA FETAL 

Embora se saiba que a velocidade de crescimento é 

mais rápida na vida fetal do que apos o nascimento, pouco 

se conhece sobre a função dos hormônios nó crescimento e 

na diferenciação dos tecidos fetais. Em contraste, nem o 

HC materno nem o fetal parecem ser determinantes importan 

tes do crescimento fetal; o HC materno está presente em 

baixos níveis e não cruza a barreira placentaria; por ou 

tro lado, tem-se verificado que fetos com deficiencia de 

HC atingem tamanho normal no desenvolvimento intra-uteri_ 

no^^^-'. Diante desses fatos, foi sugerido que as SM é que 

teriam a função de substancias promotoras de crescimento 

fetal, uma vez que estão presentes tanto no cordão umbel 

¿ai cómo no fluido amniõtico ̂  ̂ ''̂ ^ ' ^ . 

Os tecidos de feto contem receptores específicos de 
(21 91) 

S M ' , podendo assim responder a estes peptídeos. Fa 



tos como este levaram â intensificação de estudos com or 

gaos de feto para a observação da resposta biológica as 

SM. Foram assim desenvolvidas técnicas empregando fragmen 

tos teciduais de fígado de feto de rato a termo, que per 

mitiram manter esses tecidos em cultura, sem perda da via 

bilidade, por 4 a 7 dias, em meio quimicamente definido e 

desprovido de soro. Observou-se que no meio de cultura eran 

liberadas proteínas como albumina e alfa -fetoproteína, 

proteínas estas também presentes no líquido amniótico^ ^ . 

O proposito do presente estudo é demonstrar qie fra^ 

mentos de fígado de feto de rato mantidos em cultura são 

capazes de sintetizar e liberar um fator de crescimento ii 

sulino-símile, química, biológica e imunologicamente rela 

cionado ao MSA, sintetizado este pela linhagem celular de 

fígado de rato BRL 3A. Por ser bem caracterizado, foi em 

pregado como referência em nossa investigação. 



2. M A T E R I A I S E M É T O D O S 

A experimentação consistiu basicamente na detecção 

de propriedades de somatomedinas no polipeptídeo obtido 

do meio de cultura de tecido de fígado de feto de rato, 

apôs purificação em Sephadex G-75. 

2.1 OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DO MSA-BRL 

O material inicial para a purificação do MSA-BRL 

foi obtido da cultura de células BRL 3A mantidas em cultu 

ra no meio mínimo de Eagle modificado , desprovido de 

soro. O meio condicionado pelas células BRL 3A em placas 

de Petri foi colhido em intervalos de 3 a 4 dias,acumulan 

do-se o necessário para o processo de purificação. 

No primeiro estágio dessa purificação, 3 a 4 litros 

de meio condicionado foram cromatografados em coluna de 2 

litros com Dowex 50 W-X8 (Sigma Chemical Co.), resina de 

100-200 mesh, na forma de Na*, equilibrada com solução de 

NaCl (9 g/l). O MSA adsorvido ao Dowex, em pH neutro, foi 
(23) 

eluído da resina em pH 11 com ácido acético 1 M^ , Os 

eluatos concentrados foram cromatografados em coluna de 

Sephadex G-75 (100 x 0,9 cm) com ácido acético 1 M'^^^^Pa 

ra a obtenção do MSA-BRL homogêneo das frações eluídas do 

Sephadex fez-se uma eletroforese preparativa em gel de po 

liacrilamida a 121, pH 2,7, em uréia 9 M^^^-* . 

O grau de atividade do MSA foi verificado pela in 

corporação da timidina~^H no DNA dos fibroblastos de em 

ijfião de gálinha^^^^ . 
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Para a identificação e visualização das especies 

ativas do MSA-BRL homogêneo eluídas do Sephadex G-75 fo 

ram usados a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,51, 

pH 2,7 em ureia 9 M, em placas (Hoeffer) de 1,5 cm e os 

sistemas de tampões de Neville^^^-' . A eletroforese foi 

desenvolvida a uma corrente constante de 12,5 miliamperes, 

empregando-se o azul de metileno como cor de referencia.A 

placa foi fixada por 30 minutos em ácido tricloroacetico 

(TCA) 12,5% corada com azul brilhante de Coomassie G-250, 

diluido a 0,0125% com TCA a 12,5%. 

2.1.2- Marcação do MSA-BRL cóm '̂"•''l 

O MSA-BRL pico II-l, obtido por purificação em gel 

de poliacrilamida, foi marcado com Na^'^^I usando-se o me 

todo da cloramina T modificado ̂ "̂ -̂̂  . A mistura de iodação 

continha basicamente 6 yg de MSA em 20 ul de fosfato de 

potássio 0,3 M, pH 7,4, e 1,5 a 2 mCi de Na"'^''!. Inicial 

mente a cloramina T foi preparada a 2mg/ml em fosfato 0,3 

M e, imediatamente antes do uso, diluida a 120 yg/ml e 

adicionada ao tubo de reação em alíquotas sucessivas de 

10 yl. A reação foi controlada pela incorporação da radio 

atividade no material precipitável pelo TCA. Para testar 

a iodação, depois de cada adição de cloramina T, a mistu 

ra era homogeneizada com a própria ponteira da pipeta. A 

seguir,a ponteira era mergulhada em um tubo contendo 1 ml 

de tampão. Desta mistura pipetou-se 10 yl em um segundo 

tubo contendo 1 ml de tampão fosfato com 1 mg/ml de soro 

2.1.1- Eletroforese do MSA-BRL em Gel de Poliacrilamida 
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2.2- OBTENÇÃO DO MEIO CONDICIONADO PELOS FRAGMENTOS DE 

FÍGADO DE FETO DE RATO 

2.2.1- Preparo do Meio 

O meio de cultura BGJ^^^-', foi obtido da Unidade 

de Preparações de Meios dos Institutos Nacionais de Saúde 

(NIH-USA). Cada 100 ml do meio foi suplementado com 20 mg 

de glutamina e 5 mg de ascorbato. A concentração de glico 

se utilizada foi 10 mM. Esse meio foi filtrado através de 

filtros de membrana Swinnex (0,2 um de poro) e estocado a 

4 C * 

albúmina bovina (SAB), seguida da adição de 1 mi de TCA 

10%. Apos a centrifugacáo por 1 minuto, foram contados o 

sobrenadante e o precipitado. Quando a incorporação alean 

ÇOU o plato, usualmente depois de duas adições de clora

mina T, a reação foi finalizada com 1 ml de tampão fosfa 

to 0,3M contendo 1 mg/ml de SAB. Essa mistura foi imedia 

tamente aplicada a uma coluna de gel Sephadex G-25 (5x1,5 

cm) equilibrada com ácido acético 1 M contendo 1 mg/ml de 
125 

SAB. Coletaram-se 25 frações de 10 gotas. O MSA- I ,sep8 
12 5 

rado do I livre, foi recromatografado em coluna de Se 

phadex G-75 (50 x 1 cm) , previamente equilibrada com áci^ 

do acético 1 M contendo 1 mg/ml de SAB. Com este mesmo 

tampão a eluição foi efetuada a 4°C, coletando-se frações 
12 5 

de 1 ml. As frações de MSA-BRL- I foram testadas na sua 

capacidade de radioligação, no ensaio de receptor de mem 

branas plasmáticas de fígado de rato. A fração ou frações 

selecionadas foram guardadas em alíquotas de 50 yl a-20°C. 
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Ratas Sprague Dawley foram decapitadas no 199-20' 

dias de prenhez e seus fetos retirados utilízando-se mate 

riais estéreis. Os fígados dos fetos foram colocados so 

bre um bloco de Teflon (5,6 x 5,6 x 0,7 cm) do cortador 

de tecidos Mcllwain (Brickman Instruments). O bloco e a 

montagem da lamina do aparelho foram previamente autocla 

vados. Os fígados fetais distendidos sobre o bloco foram 

cortados a intervalos de 0,9 mm. Girando-se o bloco de 

90', cortou-se novamente os órgãos no mesmo intervalo, ob 

tendo-se fragmentos aproximadamente cuboides. Apos esta 

operação, os fragmentos de fígado foram transferidos para 

um recipiente com meio de cultura estéril. 

2.2.3- Cultura dos Fragmentos de Tecido 

Dentre os fragmentos suspensos em meio BGJ, , os 
3 

de tamanho uniforme(aproximadamente 1 mm") foram selecio 

nados para cultivo em placas Costar (24 orificios de 16mm 

de diâmetro) e placas de Petri (60 x 15 iran). As culturas 

em placas Costar foram empregadas para avaliar o efeito da 

cicloheximida na síntese das proteínas extracelulares e 

do MSA. Nesta placa, cada orificio contendo 0,2 ml do meÍQ 

foram semeados dois fragmentos sobre um suporte de "nylon". 

Trocou-se o meio por 4 dias consecutivos, nos quais mante 

ve-se uma atmosfera de 951 de oxigênio e 51 de dioxido de 

Carbono. 

As placas de Petri serviram para a obtenção de gran 

des quantidades de meio condicionado, sendo que as cultu 

2.2,2- Preparo dos Fragmentos de Fígado de Feto de Rato 
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ras foram iniciadas com 50 a 60 fragmentos de fígado dis_ 

persos em 3 mi do meio de cultura. O meio foi colhido dia 

riamente e substituído por 6 ml de BGJj^. 

2. 3- DETERMINAÇÃO DE DNA, PROTEÍNAS FETAIS ESPFXÍFICAS E 

MSA NO MEIO CONDICIONADO PELO FÍGADO DE FETO 

Para testar a presença de albúmina, alfa^-fetoproteí 

na e MSA no meio condicionado pelos fragmentos de fígado 

de feto, utilizou-se o meio de cultura preparado em pia 

cas de Petri, descrito em 2.2.3. Usando-se alíquotas de 

cada coleta diária (durante 4 dias), a alfa^-fetoproteína 

e albúmina foram quantificadas pelo método da eletroimuno 

r 8 7 "1 
difusão de Sizaret^ ^ ; o MSA do meio foi quantificado pe 

Io ensaio de receptor de membranas plasmáticas de fígado 

de rato (descrito em 2.7.2). 

O conteúdo proteico do meio foi determinado fluori 

métricamente^ ^ usando-se como padrão o SAB cristalizado 

(Armour). 

O DNA foi medido no conteúdo de 6 placas de Petri 

do 4' dia de incubação pelo método fluorimetrico de Seta-
M -. (82) ro e Morley^ . 

2.4- EFEITO DE INIBIDOR DE SÍNTESE PROTEICA NO MEIO DE 

CULTURA DE FÍGADO DE FETO 

Para éste teste foram usadas as culturas estabeleci 

das em placas Costar, descritas em 2.2.3. Depois das pri. 

méirâs vinte e quatro horas de incubação, o meio foi co 
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2.5- PURIFICAÇÃO DO MEIO CONDICIONADO PELOS FRAGMENTOS 

DE FÍGADO DE RATO 

Na purificação do meio condicionado pelos fragmen 

tos de fígado de rato, utilizou-se uma coluna de Sephadex 

G-7 5 de 8 5 x 1,5 cm, com 150 ml de volume total, mantida 

a 4°C, inicialmente lavada com ácido acético 1 M contendo 

1 mg/ml de SAB e depois equilibrada com ácido acético 1 M. * 

Foram coletadas frações de 55 gotas (aproximadamente 2,5 

ml) , sendo que o volume de exclusão (V̂ )̂ foi demarcado com 

o Ig A-'̂ '̂ Î e o volume interno, pela Cis-^^S. Para a iden 

tificação das frações correspondentes ao MSA-BRL usou-se, 

na calibração da coluna, o MSA-BRL-II-1 e o MSA-BRL-1II-2, 

marcados com "'"'̂ Î. 

O meio condicionado de 6 placas de Petri (60x15 mm) 

foi coletado em intervalos de 24 horas por 4 dias, e con

gelado a -20°C. Em cada coleta foram obtidos de 35 a 45 ml 

de meio. Para a purificação, todo o material foi liofili^ 

zado e retomado em 3 ml de ácido acético 2 M. O material 

insolúvel foi removido por centrifugação em microcentrífu 

ga Beckman B (2 minutos), aplicando-se, a seguir, o sobre 

hadante claro na coluna de Sephadex G-75 calibrada. As 

frações eluídas correspondentes ao MSA-BRL (pico II e pi 

CO III) foram combinadas e liofilizadas. Os resíduos lio 

Ihido e substituído por meio contendo cicloheximida 

5.10~^M. Apos uma incubação adicional de 24 horas, colheu 

-se o meio para a determinação de alfa-j^-fetoproteína e 

albúmina pelo método de Sizaret e MSA pelo ensaio de 

radiorreceptor em membranas plasmáticas de fígado de rato, 

descrito em 2.7.2. 
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2.6- CONTROLE DO MEIO PURIFICADO QUANTO A PRESENÇA DE 

PROTEÍNAS FIXADORAS DE SM 

O ensaio foi desenvolvido em. tubos cónicos 12x7.5 mm 

(Walter Sarstedt) , no volume total de 0,4 mi com tampão 

fosfo-salino (pH 7,4) contendo 2 mg/ml de SAB (Sigma).Alí 

quotas das frações eluídas da coluna de Sephadex G-75 na 

filtração do meio condicionado foram incubadas na ausen 

cia e na presença de MSA-BRL em excesso (1,25 ng/ml). Pa 

ralelamente, como referencia ensaiou-se 6,25 yl de soro 

de rato normal, fonte de proteína fixadora de SM. Desta 

maneira, 100 yl da amostra, 50 yl do padrão de MSA-BRL 

(1,25 ng/ml) ou tampão (controle), 200 yl de tampão e 

50 yl de MSA--^^^I (-20 .000 cpm ou 200-500 pg) foram incu 

hados por 3 horas, a 30°C ou por uma noite, a 4°C. 

12 5 
Usou-se carvão ativado para separar o MSA- I liga 

«. 12 5 

do ã proteína e o MSA- I livre. O carvão Norit (Mallín 

krodt) foi ativado com solução a 2% de SAB (livre de áci_ 

dos graxos-Sigma) em tampão fosfo-salino (suspensão a S%), 

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

Após a incubação, 0,5 ml de carvão ativado foi adi^ 

cionado a cada tubo que, depois de agitado, foi mantido 

no gelo por 10 minutos. Seguiu-se uma centrifugação por 

20 minutos em centrífuga Sorvai RC-3 a 3000 rpm a 4*̂ 0. Os 

sobrenadantes foram cuidadosamente aspirados com pipetas 

Pasteur e transferidos para um tubo de vidro 12 x 75 mm. 

CCMIECÃC UíXK'l C E E W E R G I A N U C L E A R / S P - I P E N 

filizados foram retomados em 4 mi de ácido acético i; H, 

divididos e secos no concentrador Spinvac Savant e guar 

dados a -20°C. 
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A radioatividade do sobrenadante contendo o complexo 
1 T P ^ 

proteína £ixadora-MSA- I £oi determinada no espectrome 
12 5 

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

2.7- ENSAIOS POR COMPETIÇÃO DO MSA 

2.7.1- Ensaio por competição usando Proteína Fixadora de 

SM 

O conteúdo de MSA nas amostras foi avaliado pela 

inibição da ligação do MSA- I as proteínas fixadoras de 

SM do soro de rato (separadas da SM endógena por filtra 

ção em gel Sephadex G-50). Trata-se basicamente do mesmo 

método descrito em 2.6. Usou-se soro de rato diluido a 

1:16 (6,25 yl/tubo) e o ensaio foi desenvolvido conforme 

o esquema da Tabela A. A curva dose-resposta constou de 

8 pontos com concentrações de 10 a 100 ng/ml de MSA BRL e 

MSA fetal (conteúdo relativo de MSA determinado pelo en 

saio de receptor de membrana de fígado de rato). 

A porcentagem de MSA-"'"^^! especificamente ligado 

foi determinada a partir da radioatividade total adiciona 

da subtraindo-se a ligação inespecífica. 

2.7.2- Ensaio por Radiorreceptor com Membranas Plasmáti

cas de Fígado de Rato 

Membranas plasmáticas altamente purificadas foram 

obtidas de fígado de rato Sprague Dawley pelo método de 

Neville^^^^. 
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2.7.3- Radioimunoensaio do MSA 

Para o desenvolvimento do radioimunoensaio foram 

utilizados tubos de propileno (LKB) e tampão borato-sali 

Para o desenvolvimento do ensaio, MSA-BRL-"'^^! , pa 

drao de MSA-BRL e amostras de MSA fetal (preparações 

6/12 e 13/12), foram pipetadas em duplicata em microtubo 

(Beckman) de 0,4 ml^^^-'. De acordo com o protocolo ilus^ 

trado na Tabela A, o volume final de incubação foi de 

150 yl, no qual o SAB estava presente na concentração de 

10 mg/ml, em tampão fosfato Krebs Ringer (KRP), pH 7,4. 

Tampão KRP com 0,31 de SAB foi usado nas diluições do pa 

drao de MSA-BRL e do MSA fetal ao passo que KRP com 1% de 

SAB foi usado para preparar o traçador (-10.000 cpm ou 

200 picogramas). As membranas plasmáticas conservadas a 

-40°C em volume de 0,2 mi, foram diluidas com KRP sem SAB, 

procurando-se obter uma mistura homogênea, o que é conse 

guido fazendo-se passar a suspensão de membranas através 

de seringa e agulha. Apos todas as adições, os microtubos 

foram agitados e incubados em banho de agua a 20-22°C por 

90 minutos. A seguir, os tubos foram centrifugados por 1 

minuto, em microcentrífuga Beckman B; o sobrenadante foi 

aspirado e descartado e a extremidade contendo o fino se 

dimento de membranas foi cortada com um.a lámina. A radio 

atividade associada as membranas foi quantificada em e¿ 

pectrômetro gama (Searle 1285) com 851 de eficiência. 

Nessa determinação, a ligação inespecifica foi de 

finida como a radioatividade associada ao sedimento na 

presença de 100 ng/ml de padrão de MSA-BRL e foi subtra_í 
12 5 

da da radioatividade do MSA- I total ligado, para que 

fosse obtida a ligação especifica. 



Tabela A 

Protocolo dos ensaios por competição do MSA 

Tv.bo Tampão Concentração do Volume do 
iil padrão ou amostra padrão ou amostra 

padrão de MSA vil 
ng/ml 

EPF* ERR* * RIE* ** EPF ERR RIE EPF-ERR-RIE EPF ERR RIE EPF-ERR-RIE EPF ERR RIE 

230 50 250 - - - - - - - 50 . 100 50 r00 
*> 2C0 - 200 80 3 8 50 10 1 1 50 100 50 100 

5 200 - 200 160 15 16 50 20 5 2 50 100 50 100 

-> 200 - 200 400 30 20 50 50 10 2,5 SO 100 50 100 

5 20C - 200 600 60 40 50 75 20 5 50 100 • 50 100 
6 200 - 200 800 ISO 80 50 100 50 10 50 100 50 100 

2C0 - 200 2000 300 120 50 250 100 15 50 100 50 100 

3 200 - 200 4000 - 160 50 500 - 20 50 100 - 100 
9 200 - 200 8000 - 240 50 1000 - 30 50 100 - 100 

10 - - 350 - - - - - - - 50 - - -

* EPF - Ensaio da proteína fixadora de SM 
** ERR - Ensaio por radiorreceptor 

*** RIE - Radioiaunoensaio 

12 5 
Concentração MSA- I Ligante 
final de MSA vl proteico 

ng/ml yl 
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2.8- ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLÓGICA DO MSA 

2.8.1- Incorporação da Timidina-^H no DNA de Fibroblastos 

de Embrião de Galinha^^^' 

Em placas de Petri de 60 mm (Falcon) foram distri 

buidas Güítüras terciarias de fibroblastos de embrião de 

salinha, a uma densidade de 1 x 10^ células/placa,em 0,2% 

no 0,0 5 M, pH 8,5 contendo 1% de SAB(Sigma).Conforme a Ta 

bela A foram pipetados 50 yl do padrão (MSA-BRL)ou do des 

conhecido (preparações de MSA fetal), seguidos de 200 yl 

de gamaglobulina bovina(2 mg/ml), 100 yl de soro de coelho 

anti-MSA-BRL 1:250 (obtido conforme Vaitukaitis ̂ "̂ ^ e 

50 yl de MSA--*-^^: (20 .000-50 . 000 cpm ou 150-500 pg) . Apos 

agitação, os tubos foram mantidos a temperatura ambiente 

por uma hora e a seguir incubados a 4°C por 72 horas. A 

incubação foi finalizada com a adição de 0,4 ml de solição 

a 4°C de polietileno glicol (PEG) 6.000 (Baker) a 20% no 

tampão borato-salino. As amostras foram agitadas vigorosa 

mente e em seguida centrifugadas por 30 minutos a 3000 

rpm, a 4°C, em centrifuga Serval RC-3. Os sobrenadantes 

foram aspirados cuidadosamente e descartados. Os precipi^ 

tados foram lavados com solução a 4°C de 0,8-1,0 mi de 

PEG a 12% em tampão borato-salino e recentrifugados a 

3000 rpm, por 20 minutos. Os sobrenadantes foram aspira 

dos e os precipitados de PEG foram contados em contador 

gama Beckman 3000 com 82% de eficiencia. O branco foi de 

terminado na ausencia de soro anti-MSA-BRL e subtraído de 

cada resultado.A ligação específica máxima (B^) foi deter 

minada na ausencia do peptídeo competidor. 
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2.8.2- Estímulo de Multiplicação dos Fibroblastos de Em-

brião de Galinha 

Culturas terciarias de fibroblastos foram distri 

buidas no meio Eagle 0,2% a uma densidade de 7,05 x 10^CK 

iülas/placa de Petri de 60 mm. Após 24 horas, o meio foi 

substituído por meio Eagle contendo 0,25% de SAB (contro 

le) , MSA-BRL(2,5 yg/ml),, MSA fetal(5 yg/ml-conteúdo apa 

de meio Eagle contendo 201 (v/v)de caldo de fosfato tri£ 

tose (Difco) e 0,2%(v/v)de soro fetal de vitelo(Gibco) .0 

meio foi retirado das placas depois de 4 dias de incuba 

ção e substituido pelas soluções a serem ensaiadas.Assim, 

diluições de MSA-BRL (0,03 a 0,4 ng/ml) e de MSA fetal em 

3 ml de meio Eagle com 0,251 de BSA foram aplicadas em 

culturas paralelas para a curva dose-resposta. A placa de 

controle, cujo conteúdo era apenas as células em meio de 

cultura, foi incubada também em duplicata. Depois de 12 

horas de incubação a 37°C em atmosfera de 5% de C O 2 , o 

meio em estudo foi substituído por 2 ml de meio Eagle 

contendo 0,2 yCi/ml de timidina-"^H e incubado por uma ho 

ra. O meio radioativo foi removido e as culturas foram Ia 

vadas duas vezes com solução fosfo-salina a 4°C, uma vez 

com 3 ml de ácido tricloroacetico (TCA) a 10% a 4°C e 

outra com 3 ml de etanol éter (3:1). As células da placa 

foram dissolvidas com NaOH 0,2 N e uma alíquota foi adj^ 

clonada ao meio de cintilação Aquasol (New England Nuclear) 

A incorporação da radioatividade no material ácido precj^ 

pitável, representando o DNA sintetizado^^^-' foi me 

dida no sistema cintilador Mark II (Nuclear Chicago) com 

eficiência de 60%. Traçou-se uma curva dessa medida con 

tra as concentrações de MSA. 
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2.8.3- Incorporação de Sulfato na Cartilagem Costal de Ra

tos Hipofisectomi zados 

Este bioensaio foi realizado pelo Dr. Phillips da 

Northwestern University Medical School, Chicago,Illinois, 

USA. 

2.9- ENSAIOS DA ATIVIDADE INSULINO-SÍMILE DO MSA 

2.9.1- Oxidação de Glicose em Adipócitos Isolados de 

Ratos Sprague Dawley machos (100-180 g) foram anes 

tesiados com éter e decapitados, tendo sido então removi, 

dos os coxins de gordura do epidídimo. Estes foram corta 

dos em diversos pedaços e digeridos a 37°C, sob agitação 

moderada em tampão bicarbonato Krebs Ringer (KRB) conten 

do 2 mg/ml de colagenase (Worthington Biochemical Corp.). 

O tampão KRB usado em todas as experiencias continha NaCl 

118 mM, KCl 5 mM, CaCl2l,3 mM, MgSO^ 1,3 mM, KH^PO^ 1,2 mM 

e NaHCOj 25 mM. O pH foi ajustado a 7,4 com NaOH depois 

que o tampão foi equilibrado com 95% de 0^ e 5% de CO2. 

CCN' i i vvAO fvAC;CN-'L CE ENcRGiA NÜCLLÂR/SF - l?fM 

rente de MSA) ou soro de feto de vitelo [2% v/v). Depois 

de incubadas por mais 96 horas, as células foram libera 

das das placas(em duplicata)por tripsinização (tripsina a 

0,25%) e contadas no Contador de Partículas(particle Data 

Inc.). 
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2.9.2- Ensaio por Radiorreceptor Especifico para Insulina 
:: (20 12 l'i) 

Usando-se Linfocitos Humanos Cultivados 

O tampão do ensaio constituiu-se de Hepes 100 mM 

(pH 8,0), NaCl 120 mM, MgSO^ 1,2 mM, KCl 2,5 mM, NaD ̂ H^O^ 

15 mM, glicose 10 mM, EDTA 1 mM e 1 mg/ml de SAB. O traça 
125 ^ - -

dor de insulina- I, o hormônio nao-marcado e as células 

foram diluidos no referido tampão. Estas substancias fo 

ram adicionadas em pequenos volumes, dando o volume final 

de 0,5 mi: a insulina-'''^^I (traçador) , na concentração de 

145 pg/ml (^10.000 cpm), insulina porcina, MSA-BRL,MSA fe 

Apos 40-60 minutos, os adipócitos isolados foram sepa 

rados do debris por filtração em crivo de seda. As cêlu 

las foram lavadas três vezes em tampão KRB e ressuspensas 

no mesmo tampão contendo 2% de SAB. 

Bioensaio - A oxidação de glicose foi avaliada pe 

la conversão de glicose-(U-"'^'*C) a ^^CO^' Assim, 0 , 2 ml de 

suspensão gordurosa foi adicionada a 1,8 ml de tampão KRB 

(com SAB) contendo 0,3 mM de glicose e 1 0 yCi de glicose-

(U-'̂ '̂̂ C) (New England Nuclear). Os elementos dosados, ou 

seja, insulina porcina (Blanco Products Co), MSA-BRL e 

duas preparações de MSA fetal, foram colocados em frascos 

de polietileno. Os frascos de incubação foram gaseifica 

dos com 95°ô de O2 e S% de C O 2 , hermeticamente fechados e 

incubados no agitador metabólico a 37°C, por duas horas. 

No final da incubação os conteúdos dos frascos foram aci 
14 ~ 

dificados com 0,3 ml de H 2 S 0 ^ 2 N e o CO 2 liberado foi 

coletado em 0 , 2 ml de hidróxido de hiamina. Para a curva 

dose-resposta diluiu-se a insulina porcina no intervalo 

de 0 , 1 - 1,6 ng/ml, o MSA-BRL, de 20 - 1000 ng/ml e o MSA 

fetal, de 100 - 3000 ng/ml. 
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2.10- DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR DO MSA FETAL 

Para este proposito foi usada a eletroforese em gel 

de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS). Pía 

cas de gel de 1,27 mm (Acqueboque) com 17% de poliacrila 

mida e SDS foram preparadas de acordo com o método de 

Laemmli^^^-' modificado por Weintraub^"'"^com exceção de 

que no tampão das amostras de MSA fetal não foi colocado 

o agente redutor beta-mercaptanol e as amostras de MSA fe 

tal não foram fervidas antes da aplicação no gel. Foi usa 

do o fenol vermelho como cor de referência e uma voltagem 

constante de 150 volts. 

Foi utilizado o método de Blakesley e Boezi^^-' para 

ã visualização das bandas proteicas, empregando-se o azul 

brilhante Coomassie G-250 (xileno brilhante cianina G,ICN 

Pharmaceutical Inc., N.Y.). 

tal, e linfocitos humanos IM-9(concentração final de 12,7 

X 10^ celulas/ml). Depois de 90 minutos a 15°C, alíquotas 

de 200 yl foram pipetadas sobre 200 yl de tampão Hepes a 

4 C, em tubos plásticos de microcentrífuga de 0,4 mi.Apos 

centrifugação de 1 minuto em microcentrífuga Beckman B,os 

sobrenadantes foram aspirados e descartados e a radioati^ 

vidade do precipitado celular foi contada. 

A ligação total diz respeito a radioatividade asso 

ciada ao precipitado celular, no qual as células foram in 

cubadas somente com o traçador de insulina. A fração não-

-específica foi determinada como a radioatividade associa 

da com o precipitado celular, ao incubar-se as células con 

o traçador na presença de excesso de insulina nao-marcada 

(1 yg/ml). A ligação específica foi a diferença entre a 

ligação total e a nao-específica. 
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Para a identificação do MSA fetal, os geis foram co_r 

tados em segmentos de 1 mm e eluído com 0,5 mi de tampão 

borato-salino 0,05 M, pH 8,5, contendo II de SAB.Desenvol_ 

veu-se o ensaio de receptor em membranas de fígado de ra 

to com alíquotas do eluato. 
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3.1- PURIFICAÇÃO DO MSA-BRL 

A primeira fase da purificação do MSA-BRL, através 

da cromatografia em resina de troca iónica,resultou em um 

enriquecimento da atividade em cerca de 5 vezes. A purif^. 

cação subseqüente em Sephadex G-75 em acido acético 1 M, 

resultou em MSA-BRL 50 vezes mais purificação do que o 

material inicial. 

Três regiões com atividades biológicas foram recupe 

radas do Sephadex G-75. Estas regiões foram designadas co 

mo picos I, II e III,com base no seu perfil de eluição e 

na mobilidade eletroferética em gel de poliacrilamida em 

uréia 9 M, pH 2,7. O eletroforetograma das frações de 

MSA-BRL selecionadas da coluna de Sephadex G-7 5 é mostra

do na Fig. 1. O pico I apresentou uma banda maior e algu 

mas pequenas bandas proteicas coloridas, enquanto que o 

pico II consistiu de quatro bandas com valores de Rf de 

0,42 a O,48(relativamente ao corante) e o pico III de duas 

bandas mais distintas. O MSA-BRL-II mostrou uma atividade 
(58") 

específica superior a 50 vezes a do meio condicionado 

e este pico foi usado como padrão nas experiências. 
Com relação ã purificação de MSA-BRL marcado com 

125 
I envolvendo dois sistemas cromatograficos, Sephadex 

G-25 e Sephadex G-75, o primeiro sistema não discriminou 
12 5 

os picos de MSA-BRL- I e albumina marcada, mas a separa 

ção do iodo livre foi bem evidente. Entretanto, no segun 

do sistema houve uma separação nítida de MSA-BRL- I da 
12 5 

albumina radioativa. A fração do MSA-BRL- I, que no en 

3. R E S U L T A D O 



25 

Fig. 1- Padrão eletroforetico do MSA-BRL em gel de polia 

crilamida em pH ácido, observando-se as 7 espé 

cies biologicamente ativas: uma situa-se no pico 

I, quatro situam-se no pico 11(11-1,2,3,4) e duas 

no pico 111(111-1,2). O MSA-BRL foi obtido da pu 

rificação em Sephadex G-75. A coloração de refe 

•rência esta representada por uma flecha vertical. 

saio de radiorreceptor mostrou maior ligação total, maior 

razão entre ligação específica e não específica e maior 

sensibilidade, foi selecionada para as experiências de 

ensaios competitivos e analíticos. Cada preparação foi e¿ 

tável por aproximadamente 4 semanas. 

3.2- DETERMINAÇÃO DE DNA, PROTEÍNAS ESPECÍFICAS E MSA NO 

MEIO CONDICIONADO PELO FÍGADO DE FETO DE RATO 

O conteúdo em DNA de seis placas de cultura, deter 

minado no quarto dia, foi de 4,8 mg. 

A alfa^^-fetoproteína, a albúmina e o MSA, determina 

dos em alíquotas colhidas do primeiro ao quarto dia após 
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Tabela 1 

Liberação de alfa^^-feto-proteína, albúmina e MSA pe 

los tecidos de fígado de feto de rato em cultura. 

Dias em Coleta Concentração do meio 

cultura diaria condicionado-yg/ml 

ml/placa ml/placa 
alfa^-fetoproteína albúmina MSA* 

1 3 105 283 5,3 

2 6 63 178 2,0 

3 6 46 118 3.7 

4 6 43 127 2,0 

* Determinado pelo ensaio de receptor de membranas de fí 

gado de rato. 

3.3- EFEITO DE INIBIDOR DE SÍNTESE PROTEICA NO MEIO DE 

CULTURA DE FÍGADO FETAL 

Os dados da Tabela 2 mostram que o meio condiciona^ 

do tratado com cicloheximida, inibidor de síntese proteja 

Gá, apresentou um decréscimo em relação ao controle na 

eonèéritráção de albúmina, alfa^^-fetoproteína e MSA fetal, 

qué váí-ióu de 80%, 801 e 96,51, respectivamente. 

CCiVaSLÃO K A C : C ^ ¡ / 1 . ÍL tN^RGiÁ N U C L E á R / S F - ÍFtH 

o estabelecimento das culturas dos fragmentos de fígado 

fetal, foram produzidas em quantidades relativamente cons^ 

tantes do 2» ao 4' dia (Tab. IJ. 
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Tabela 2 

Efeito da cicloheximida no meio de cultura 

de tecidos de fígado de feto de rato. 

Proteína Concentração do meio condicionado 

ljg/ml/24 horas 

Controle Tratado com cicloheximida 

alfa^-fetoproteína 20,0 4,0 

albumina 38,0 7,6 

MSA fetal 0,11 < 0,005 

3.4- PURIFICAÇÃO PARCIAL DO MSA FETAL 

A coluna de gel Sephadex G-75 foi calibrada com 

MSA-BRL (picos II e III) marcado com '''^^I. Como mostra a 

Fig. 2, as frações 25-40 englobaram os dois picos de MSA-

BRL- I. Na purificação do meio condicionado pelo fígado 

de feto, a mistura das frações 25-40 foi usada nos estu 

dos subseqüentes, representando o "MSA fetal", parcialmen 

te purificado em Sephadex G-75. 

3.5- CONTROLE DO MEIO PURIFICADO QUANTO A PRESENÇA DE 

PROTEÍNAS FIXADORAS DE SM 

Como se observa na Fig. 3, as frações 16-24 eluídas 

do Sephadex G-75 na filtração do meio condicionado mostra 
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Fig. 2- Calibração da coluna de Sephadex G-75 com MSA-BRL-
125i. As frações contendo MSA-BRL picos II e III, 
marcado com 125j foram situadas na eluição em co 
luna de Sephadex G-75^de 8 5 x 1,5 cm (volume de 
ISO ml), com^äcido acético 1 M. O volume de exclu 
eãó (Vq) esta representado pelo Ig-A e o volume 
inferno (V^ ) cela 35s-Cis. 0 meio coletado das 
culturas de fígado fetal durante 4 dias, foi usa 
do ëorno fönte do MSA fetal para a purificação ein 
Séphádex G-75. 
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125. 
Fig. 3- Atividade inibitoria da ligação do MSA- I no £il 

trado do meio condicionado pelos fragmentos de f T 
gado de feto de rato. Alíquotas das frações cole^ 
tadas na filtração em gel Sephadex G-75 do meio 
condicionado pelos fragmentos de fígado de feto 
de rato foram liofilizadas e ensaiadas para te¿ 
tãr a atividade de proteína fixadora de SM. Esta 
atividade ésta representada pela porcentagem de 
MSA^BRL-125i especificamente ligado. 
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3.6- ENSAIOS DE LIGAÇÃO COMPETITIVA DO MSA 

3.6.1- Ensaio de Ligação Competitiva Usando Proteina Fi-

xadora de SM 

Como mostra a Fig. 4, as curvas dose-resposta de 

MSA-BRL e MSA fetal foram idênticas. Nesse sentido, 100% 

da ligação especifica corresponderam a 5,86% da radioat¿ 

vidade colocada. Esta ligação específica máxima foi repre 

sentada contra a concentração de MSA-BRL não-marcado ou 

equivalente de MSA(ng/ml). 

3.6.2- Ensaio por Radiorreceptor com Membranas Plasmáti

cas de Fígado de Rato 

Os preparados de MSA fetal purificados em Sephadex 

G-75 e MSA-BRL inibiram a ligação do MSA-''^^^! aos recepto 

res de membranas plasmática de fígado de rato, na mesma 

extensão è com curvas dose-resposta paralelas (Fig. 5 ) . O 

éôntèüdo de cada preparação de MSA fetal foi determinado 

nièdiâhtê ensaios de radiorreceptor, sendo que nestes en 

sáiois 50% da ligação do MSA-BRL-^^I corresponderam a 

ram uma atividade inibitoria da ligação do MSA I ev_i 

denciando a presença de proteína fixadora de SM nestas fra 

ções, enquanto que as frações 25-40 não mostraram nenhuma 

inibição. Nesse ensaio a ligação inespecifica foi de 5-7%. 

Por outro lado, o soro de rato(usado como referência), no 

mesmo ensaio, apresentou 35,2% de ligação especifica. 
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Fig. 4- Ensaio competitivo de MSA-BRL e MSA fetal na liga 
ção do MSA-125I ã proteína fixadora de somatomedT 
na. Soro de rato normal(6,25 yl) foi incubado com 
o MSA-125I e as concentrações indicadas deMSA-BRL 
ou preparações de MSA fetal purificadas em Sepha 
dex G-75. 1001 da ligação específica correspondeu 
a 5,86% da radioatividade colocada. 
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3.6.3- Radioimunoensaio do MSA-BRL 

Na Fig. 6, onde os valores percentuais da razão 

B/B^ estão em escala logito versus as concentrações de 

MSA-BRL ou MSA fetal, observa-se que as curvas de MSA fe 

tal são quase paralelas ã curva padrão, demonstrando que 

o MSA fetal esta relacionado imunologicamente ao MSA-BRL. 

Verifica-se que o efeito inibitório de S0% correspondeu a 

6,5 ng/ml com o MSA-BRL e a 20,0 e 26,0 ng/ml com as pre 

parações de MSA fetal. O valor do branco, determinado na 

ausência de soro anti-MSA resultou em 3,31 da radioativa 

dade colocada, enquanto a ligação específica máxima (B^) 

determinada na ausência de competidor foi de 28,81. 

3.7- ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLÕGICA DO MSA 

3.7.1- Incorporação da Timidina-^H no DNA de Fibroblastos 

de Embrião de Galinha 

O MSA fetal e o MSA-BRL estimularam cerca de três 

vezes a incorporação da timidina-"^H no DNA de culturas 

terciarias de fibroblastos de embrião de galinha, mostran 

do curvas dose-resposta idênticas (Fig. 7). Com efeito, a 

incorporação de 4 placas controle variou de 5 x 10^ a 

7,5 X 10^ cpm e a incorporação a 501 da máxima obtida foi 

de aproximadamente 15 x 10^ cpm. 

ccwisrAo r.McxK/L zi E N E R G I A N U C L E A R / S P - I P E N 

8-12 ng/ml do padrão de MSA-BRL. O MSA fetal determinado 

neste ensaio constituiu aproximadamente 51 da proteína to 

tal de cada preparação. 
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Fig. 5- Ensaio competitivo do MSA-BRL e MSA fetal na liga 

ção do MSA- I as membranas plasmáticas de figa 

do de rato. No ensaio com receptor de MSA nas mem 

branas plasmáticas de fígado de rato, o MSA-BRL e 

o MSA fetal (preparações de 6/12 e 13/12) foram adj. 

clonados, respectivamente, nas concentrações indi^ 

cadas absolutas(nanograma/ml) ou relativas(x). A 
125 

porcentagem de MSA- I ligado esta representada 

no gráfico contra a concentração de MSA-BRL e MSA 

fetal. 
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Fig. 6- Radioimunoensaio de MSA-BRL e MSA fetal usando an 

ti-soro de coelho anti-MSA. A ligação específica 

máxima (B^) determinada na ausência do peptídeo 

competidor foi de 28,81 da radioatividade adicio 

nada. B ê a ligação específica de cada concentra 

ção de peptídeo competidor. A razão B/B^ está re 

presentada no gráfico contra a concentração de 

MSA-BRL ou MSA fetal (duas preparações purifica 

das em Sephadex G-75). 



35 

24 

o 
u 
o 

^ 20 -o 

E 
o. 
o 

< 
o 
< 16 
o 
o. 
QC 
O 
ü 
5 12 

ro 

< 
Z 
O 8 

O 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 —V 1 -1 1 1 1 1 1 

-

o ® . -

o / 

1 1. 1 1 1 1 1 1 1 i 1 

M S A - B R L ® 

MSA feta l O ^ 

I 1 l i l i l í 

0,01 0 ,10 1,0 

nonogramas/ml 

Fig. 7- Incorporação da timidina- H no DNA de fibroblastos 

de embrião de galinha, induzida pelo MSA-BRL e MSA 

fetal. Utilizando-se culturas terciarias de fibro

blastos de embrião de galinha, a timidina-"^H incor 

porada ao DNA foi determinada pela radioatividade 

do material acido precipitável, conforme descrito 

èm métodos. O comportamento idêntico do MSA-BRL e 

MSA fetal foi mostrado pela superposição das cur 

vas dose-resposta. 
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Tabela 3 

Estímulo da multiplicação de Fibro 

blastos de embrião de galinha. 

Polipeptídeo 

adicionado 
Concentração 

Número de cé 

lulas/placa 

Meio (controle) - 6,3 X 10^ 

MSA-BRL 2,5 yg/ml 12,85 X 10^ 

MSA fetal 5 yg/ml 10,05 X 10^ 

Soro fetal de 
vitelo 2% (v/v) 10 ,05 X 10^ 

3.7.2- Incorporação de Sulfato na Cartilagem Costal de 

Ratos Hipofisectomizados 

O MSA fetal, o MSA-BRL e o soro de rato estimula 

ram a incorporação de sulfato na cartilagem costal de ra 

tos hipofisectomizados (Tabela 4 ) . Jâ com as menores con 

centrações testadas, 0,2 yg/ml de MSA-BRL e 0,27 yg/ml de 

MSA fétáli nota-se um nítido estímulo. 

CCív^iCCAO K'ACXK, L CL LKLHGIA N U C L E A R / S P - iF£W 

O MSA fetal (5 yg/ml) também estimulou a multipli^ 

cação de fibroblastos de embrião de galinha cultivados 

sem soro (Tabela 3). A magnitude de estímulo foi similar 

aquela obtida com 21 de soro de feto de vitelo e ligeira 

mente menor do que com 2,5 yg/ml de MSA-BRL. 
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Tabela 4 

Avaliação do estímulo da captação de sulfato na cartila 

gem costal de ratos hipofisectomizados "in vitro". 

Material adicionado Concentração Captação SO^(yg/ 

100 mg peso seco) 

Média - E.P.* 

Controle - - 12,7 
+ 

1,1 

Soro de rato 0,2% (v/v) 27,9 
+ 

3,4 

Soro de rato 1,0% (v/v) 30,1 + 
4,1 

Soro de rato 5,0% (v/v) 32,1 + 4,2 

MSA-BRL(pico II) 0,2 yg/ml 19,7 
+ 

1,2 

MSA-BRL(pico II) 1,0 yg/ml 22,1 + 2,2 

MSA-BRL(pico II) 5,0 yg/ml 26 ,0 + 3,8 

MSA fetal(13/12) 0 ,27 
* 

ug/ml 25,0 
+ 

2.2 

MSA fetal(13/12) 1,33. yg/ml 27,0 + 1,8 

MSA fetal (13/12) 6,67 yg/ml 20 ,7 + 2,7 

Conteúdo de MSA baseado no ensaio de receptor de membra 
nas plasmáticas de fígado de rato. 

E.P. - erro padrão. 

3.8- ENSAIOS DE ATIVIDADE INSULINO-SÍMILE 

O MSA fetal exibiu fraca atividade insulino- símile 

no bioensaio da oxidação da glicose em adipócitos isola 
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3.9- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMÍDA-SDS 

Como esta ilustrado na Fig. 10, a atividade do MSA 

fetal (equivalente a 25% da atividade aplicada) foi recu 

perada na porção do gel ligado ao citocromo C(PM 12,500)e 

ã cadeia A da insulina (PM 2.200), onde esta incluido o 

peptídeo II do MSA-BRL (PM 8.700). 

Os Rfs foram calculados em relação ã migração do 

fenol vermelho e o MSA fetal, de acordo com a atividade 

determinada pelo ensaio de receptor de membranas de figa 

do de irato» situou-se entre 0,47 e 0,62, aproximadamente. 

dos de rato em comparação com a insulina porcina(Fig. 8 ) . 

Duas preparações de MSA fetal C5/10 e 17/11) exibiram ati_ 

vidades 14 e 94 mll/mg, ao passo que o MSA-BRL e a insuli^ 

na porcina mostraram 47 mU/mg e 25 U/mg,respectivamente. 

Assim, a potencia insulino símile de MSA fetal(O,06-0,38% 

da insulina) ê similar ã da MSA-BRLCO,19% da potencia da 

insulina). 

A fraca atividade insulino-símile do MSA fetal foi 

vista não somente no bioensaio de adipocitos, mas também 

na sua fraca inibição da ligação da insulina-'^^^I (porcina) 

aos receptores da linhagem celular IM-9 de linfoblasto¿ 

des humanos. Deste modo, na experiencia da Fig. 9, o MSA-

BRL mostrou uma potencia de 0,74% como inibidor da liga 

ção da insulina, comparando-se com a potencia da insulina 

Porcina; o MSA fetal acusou uma potencia relativa de 0,09%. 
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Estímulo da oxidação da glicose em adipõcitos isolados de 
rato pela insulina porcina, MSA-BRL e MSA fetal. A ativi 
dade insu|ino-símile foi mensurada pela conversão da glT 
cose ¡U- Cj a C0 2 . A insulina porcina, MSA-BRL e duas 
preparações de MSÁ fetal(5/10 e 17/11) foram adicionadas 
nas concentrações indicadas. A radioatividade do 14c02 re 
presentada no grafico corresponde ã que foi produzida em 
uma hora de incubação. 
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Fig. 9- Competição da insulina, MSA-BRL e MSA fetal na li_ 
12 5 

gação da insulina- I aos receptores de insulina 

nos linfocitos humanos cultivados (IM-9). A insu 

lina porcina, o MSA-BRL e o MSA fetal(preparações 

de 6/12.e 13/12) foram incubados com insulina mar 

cada e linfocitos cultivados(12,7 x 10^ células/ 

ml). A porcentagem da insulina ligada está repre 

sentada no gráfico contra a concentração do peptí^ 

deo. 
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Fig. l o - Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. O pe 
so molecular das proteínas marcadoras foramrSAB, 
68.000; tripsina, 23.500; citocromo C, 12.500; 
MSA-BRL-II-1, 8.700; cadeia A da insulina,2.200 . 
Os Rfs foram calculados em relação ã migração do 
fenol vermelho. 
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O hormônio de crescimento (HC) pituitario, princi 

pal hormônio responsável pelo crescimento do esqueleto na 

infância, parece agir indiretamente na cartilagem, via me 

diadores polipeptídicos coletivamente conhecidos como so 

matomedinas (SM), presentes no plasma e que se acredita 

serem sintetizados no f ígado ̂'̂  . Quatro possíveis SM, 

peptídeos de baixo peso molecular com propriedades simi_ 

lares, foram purificados ate a homogeneidade do plasma 
, ( 31,75,84,105) , . -, . j . - . 
humano^ . A seqllencia completa de ammoacjL 

dos de um deles, IGF-1, ê conhecida e mostra uma homolo 
í 761 

gia extraordinária com a proinsulina humana^' ^ . Embora 

os peptídeos de SM purificados exerçam efeitos anabólicos 

na cartilagem "in vitro" e seus níveis no plasma sejam 

dependentes do HC, permanece para ser demonstrado conclu 

sivamente que estes peptídeos substituem o HC "in vivo" e 

promovem o crescimento de um animal deficiente em HC. 

Rechler e Nissley purificaram e caracterizaram um 

quinto membro dos polipeptídeos da família das SM, o MSA-

gj^j^(55,59) ̂  O MSA-BRL ê o produto de uma linhagem celular 

estabelecida, BRL 3A, derivada do fígado de rato. O MSA-

BRL mostra ser muito similar às SM humanas purificadas ,ns 

propriedades biológicas e químicas e na reatividade nos 

ensaios específicos de ligação competitiva^^^ ' '^^ ' ' ̂ "̂-̂  

O meio condicionado pelas células BRL 3A foi purifi 

cado ate a obtenção de MSA-BRL homogêneo e esta purifica

ção envolveu 3 etapas: cromatografia em resina Dowex, fil 

tração em gel Sephadex G-75 e eletroforese preparativa em 

gel de poliacrilamida, conforme Nissley'-^^•^ . Na primeira 

etapa da purificação dos peptídeos do MSA-BRL através da 

cromatografia de troca iónica em Dowex, como descrito por 

4. D I S C U S S Ã O 
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Dulak e Temin^'^^\ permitiu uma purificação rápida, aumen 

tando de 5-10 vezes a atividade biológica do MSA. A fi_l 

tração em gel Sephadex G-75 com ácido acético 1 M foi ut_i 

lizada com.o o passo seguinte, uma vez que este procedimen 

to separa a proteína do MSA, dos peptídeos biologicamente 

ativos do MSA. Esta proteína ê eluída no volume de exclu 

são (V ) da coluna e não possui atividade biológica, de 

acordo com Moses(informação pessoal). 

De acordo com a Fig. 1, no MSA-BRL homogêneo, anali_ 

sado péla eletroforese em gel de poliacrilamida em meio 

ácido, foram identificadas 7 espécies biologicamente ati_ 

vas. O MSA-BRL-II-1 foi a espécie melhor caracterizada, 

apresentando um PM de 8.700 é uma cadeia polipeptídica 

simples''^^^ O MSA-BRL-III-2 possui um PM de 7.000^^^'^"^^, 

O padrão de MSA-BRL usado no presente trabalho foi obtido 

das frações do pico II da purificação em Sephadex,incluin 

do portanto as 4 espécies deste pico. 

As células de BRL 3A fornecem uma fonte conveniente 

e abundante do MSA para a caracterização química e um si£ 

tema útil para o estudo "in vitro" da biossíntese da SM. 

Entretanto, desde que estas células perderam a capacidade 

de sintetizar as proteínas específicas do hepatocito, tal 

como a albumina(comunicação pessoal do Dr. Coon), e desde 

que a síntese do MSA não é induzida pelo Hc'-^^-', estas cé 

lulas parecem não ser adequadas ao estudo da regulação 

hormonal da síntese do MSA. A fim de se estudar o contro 

le hormonal na síntese do MSA "in vitro", foi utilizada a 

cultura de fígado de feto, um sistema bem caracterizado e 

conhecido por preservar um modelo normal da síntese pro 

teicâ hepática e dos mecanismos r e g u l a t o r i o s . No pre 

sente trabalho tentou-se demonstrar que fragmentos de te 

eido de fígado de feto de rato mantidos em cultura sinte 

tizam polipeptídeos que satisfazem todos os critérios co 
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agir com o MSA-BRL-''"^^I e provocar uma inibição aparente 

no ensaio por receptor 

Uma característica que torna as SM substâncias dis_ 

tintas entre os hormônios polipeptídicos, ê o fato de cir 

cularem no plasma ligada^ à proteína de alto peso molecu 

3^^3,(37,53,106,111,113) ̂  A presença de proteínas fixadoras 

de SM no plasma de rato foi verificada por Daughaday 

que notou que, apos hipofisectomia, a atividade de SM d£ 

saparecia com a vida média de 4 a 5 horas, sendo mais Ion 

ga que a vida média do HC que é da ordem de 20 minutos.No 

homem, o lento desaparecimento da SM endógena depois dahi 

pofisectomia foi demonstrado por Almquist e Falkhedam^'^-'e 

atribuído ao fato das SM estarem unidas as proteínas plas^ 

mãticas. Estas proteínas parecem ser também dependentes 

do HC, o que foi demonstrado no rato com o MSÂ '̂ '̂ '', e com 

CCMiSCAC KACXN/L CE L r. LT. G i A N U C L t A R / S P - (̂ 0? 

nhecidos para as SM e que mostram grande semelhança com o 

MSA-BRL. 

A presença de polipeptídeos similares a SM, ao que 

se chamou de "MSA fetal", no meio condicionado pelos fra^ 

mentos de fígado de feto de rato foi inicialmente sugeri_ 

da por sua atividade inibitoria da ligação do MSA-"'"̂ Î aos 

receptores de MSA das membranas plasmáticas purificadas de 

fígado de rato (Tabela 1) . Este ensaio por receptor ê al̂  

tamente específico para o MSA-BRL e para SM humanas puri 
/• r o ̂  

ficadas^ ; insulina e proinsulina dão fraca reação cru 

zada e outros hormônios polipeptídicos e fatores de cre¿ 

cimento (EGF, NGF, SM B) dão uma reação cruzada insignifj, 

cantef"'. 

Entretanto,apenas este ensaio por receptor não ê su 

ficiente para estabelecer que a atividade inibitoria apa 

rece exclusivamente pela presença de SM. As proteínas fi 

xadoras de SM presentes no meio de cultura podem inter 

I e pro 
,(10,62) 
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as NSILA-S no homem^^-^ . De acordo com Z ap £''^ a inte 

ração da SM com estas proteínas é específica e reversível. 

A fim de separar o MSA fetal das proteínas fixado 

ras, o meio condicionado pelos fragmentos de fígado de fe^ 

to de rato foi concentrado por liofilização e fracionado 

por filtração em gel Sephadex G-75 em acido acético 1 M. 

Estas condições foram escolhidas em direta analogia com a 

purificação do MSA do meio condicionado pelas células BRL 

3A, pois que, em pH acido, o MSA-BRL é dissociado das pro 

teínas fixadoras das SM presentes no meio^^^'' . 

Com o perfil de calibração da coluna de Sephadex G-

75, mostrado na Fig. 2, reuniu-se as frações de MSA fe 

tal (25-40) correspondentes aos picos II e III do MSA-BRL, 

Nas frações eluídas do meio condicionado de fígado fetal, 

aquelas que se situaram no volume de exclusão (16-24) mos_ 

traram uma atividade inibitoria da ligação do MSA marcado 

(Fig. 3), atribuida ã presença de proteínas fixadoras que 

se dissociaram do MSA fetal no pH acido 

Para ser usada como radioligante nos ensaios compe 

titivos e analíticos, tratou-se de se selecionar a fração 
12 5 

de MSA-BRL- " I que mostrasse uma maior sensibilidade no 

ensaio de radiorreceptor de membranas de fígado de rato, 

jâ citado como ensaio altamente específico para as SM, e 

assim melhor caracterizar o MSA fetal no seu relacionamen 

to com o MSA-BRL. 
Como o MSA-BRL e outras SM estimulam a multiplica-

3 -

cao celular e a incorporação da timidina- H no DNA em va 

rias culturas celulares'•^"^' ' ̂ -̂̂  , esta ação mitogênica 

foi testada no MSA fetal usando-se culturas terciarias de 

fibroblastos de embrião de galinha. Assim, houve um aumen 

to do número de células apos 4 dias de incubação com o 

MSA fetal (Tabela 3) , tal como acontece com o MSA-BRL e o 
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soro fetal de vitelo. O comportamento idêntico do MSA-BRL 

e do MSA fetal foi sentido também na superposição das cur 

vas dose-resposta da timidina-"^H incorporada ao DNA dos 

fibroblastos (Fig. 7 ) . 

f 331 

De acordo com Gavin^ , a insulina de diversas e£ 

pêcies e derivados de insulina variam em sua potência de 

estimular a oxidação da glicose no tecido adiposo, varian 

do de maneira análoga na sua capacidade de inibir a liga 

ção da insulina marcada aos linfocitos humanos (a propor 

ção do efeito não ê a mesma). Deste modo, com o MSA fetal, 

uma fraca atividade insulino-símile foi vista não somen 

te no bioensaio em adipocitos (Fig. 8 ) , mas também na sua 
125 

fraca inibição da ligação da insulina- I(porcina) aos 

receptores da linhagem celular de linfoblastoides humanos 

IM-9 (Fig. 9 ) . Esta linhagem celular tem receptores de in 

sulina abundantes e bem caracterizados^^-^ e não possui 

receptores de MSA^ . Como esta indicado na Fig. 9.,. o 

.MSA-BRL mostrou uma potência de 0,741 como inibidor da lî  

gação da insulina-"^^^I em comparação com a insulina poreja 

na; o MSA fetal mostrou uma fraca inibição (0,091). 
Quanto aos bioensaios da^SM, es tes , class icamente,são 

3 5 
baseados na incorporação do sulfato( SO^) na cartilagem. 
A incorporação do sulfato marcado na cartilagem como con 
droitin-sulfato mostra um índice adequado do metabolismo 

(25) 

da cartilagem^ . Por outro lado, cartilagens de um gran 

de numero de animais podem ser usadas na determinação da 

SM: macaco, cavalo, vitelo, cão, porco, rato, etc. Com a 

cartilagem costal de ratos hipof isectomizados ̂ ^̂ -̂  , o MSA 

fetal mostrou atividade de SM, comparativamente com o 

MSA-BRL e soro de rato (Tabela 3) . 
Portanto, foi demonstrado que o MSA fetal parcial 

méhfè purificado em Sephadex G-75 possui todas as ativida 

dês biológicas "in vitro" fundamentais para caracterizá-
lo como SM: 
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- Atividade mitogênica: estímulo da incorporação da 

timidina-"^H em fibroblastos de embrião de galinha 

(Fig. 7) e multiplicação dos fibroblastos (Tabela 

3). 

- Fraca atividade insulino-símile demonstrada pela 

oxidação da glicose em adipõcito (Fig. 8) e por 
125 ^ -

competição com a insulina- I na ligação com os 

receptores de insulina nos linfocitos IM-9 (Fig. 

9) . 

- Estímulo da sulfatação da cartilagem de ratos hi_ 

pofisectomizados (Tabela 4 ) . 

Em cada bioensaio citado, a atividade do MSA fetal 

relativa ao seu conteúdo em MSA, determinada no ensaio de 

receptor em membrana de fígado de rato (Fig. 5 ) , foi com 

parãvel ã do MSA-BRL. 

Cabe aqui esclarecer que a designação de um rece£ 

tor como receptor de MSA-BRL ê apenas operacional e esta 

baseada no fato de que o MSA foi o radioligante usado pa 

ra identificâ-lo. Os ligantes naturais de cada receptor 

de MSA estão ainda para ser identificados. Receptores es

pecíficos para o MSA foram identificados em 4 sistemas: 

membranas plasmáticas purificadas de fígado de rato^^^-*, 
f 7 21 

fibroblastos de embrião de galinha^ , fibroblastos de 
pele humana ' e linhagem BRL 3A2 de células de rato 

(751 

cultivadas^ . O ensaio de receptor de membranas plasma 

ticas de fígado de rato, por sua alta especificidade para 

o MSA e SM humanas, foi escolhido para avaliar os equiva 

lentes de MSA-BRL nos meios colhidos de 5 diferentes cul

turas è todas mantiveram índices e proporções apropriadas 

de síntese de proteína fetal (Fig. 5),além de mostrarem 

ser hòrmonaímente ativas como foi visto nas experiências. 
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Uma vez estabelecido que a reatividade com recepto 

res correspondia ã atividade biológica da SM, £oi demons^ 

trado, em seguida, que o MSA fetal também interagia com 

proteínas fixadoras específicas das SM do soro de rato e 

com anticorpos de coelho anti MSA-BRL. 

No ensaio por ligação competitiva usando proteína fi_ 

xadora de SM de soro de rato,um ensaio específico para 

MSA-BRL e SM h u m a n a s , o MSA-BRL e duas preparações 

de MSA fetal mostraram curvas dose-resposta de inibição 

sobrepostas(Fig. 4 ) , indicando um comportamento idêntico. 

Este ensaio ê específico para as SM e somente o MSA-BRL,a 

SM-A, IGF-I e IGF-II inibem a ligação do MSA-"'-^^I ' 

No método imunológico utilizado, o polietileno gli 
-125 

col é o agente separador do MSA I livre e do ligado ao 

anticorpo. Este método tem se mostrado particularmente va 

lioso no imunoensaio de substancias de pequeno peso mol£ 

culart"). 

Assim, no radioimunoensaio usando-se soro total an 

ti-MSA-BRL e MSA-BRL--"-̂ "̂"l (fig. 6 ) , duas preparações de 

MSA fetal foram aproximadamente um terço menos potentes 

que o MSA-BRL (com base nos equivalentes do ensaio de re 

ceptor em membranas de fígado de rato). Anteriormente, as 

únicas substâncias conhecidas por interagir no radioimuno 

ensaio do MSA eram os peptídeos do MSA-BRL e polipeptí 

déos dependentes do hormônio de crescimento em soro de ra 
,„(54,55)_ 

Portanto, receptores de MSA, proteínas fixadoras de 

SM no soro e anticorpo anti-MSA, três macromoléculas que 

reconhecem diferentes aspectos estruturais do MSA-BRL e 

das SM humanas, todos indicam uma relação extremamente 

próxima do MSA fetal com MSA-BRL. 
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O MSA fetal também se assemelha ao MSA-BRL no que 

respeita as propriedades químicas: peso molecular, estabj^ 

lidade a ácido e denaturantes e mobilidade eletroforéti^ 

ca. O peso molecul ar do MSA fetal determinado pela eletrofo 

resé em gel de acrilamida SDS, ficou entre 4.500 e 12.500 

(Fig. 10), sendo similar ao peso molecular 8.700 do MSA-

BRL-II-1 e ao peso molecular 7.000 do MSA-BRL-III-2. Tal 

como o MSA-BRL, o MSA fetal é estável ao ácido e não é 

inativado pela incubação com SDS na ausencia de agentes 

redutores (Fig. 10). 

Existe urna grande quantidade de pesquisas orienta 

das no sentido de ee conhecer o local onde as somatomedinas 

são sintetizadas. A dificuldade na quantificação das SM 

é o maior problema enfrentado por estas pesquisas. A rea 

tividade cruzada e tão extensa que ainda não existe ne 

nhum ensaio que meca exclusivamente apenas um dos peptí 

déos da SM. Assim, quando estes ensaios são usados para 

determinar os níveis de SM no soro, o efeito resultante de 

vários peptídeos está sendo estudado; a contribuição rela 

tiva de cada SM depende do ensaio usado'-^^-^ . 

A maioria dos dados de pesquisa do local de síntese 

das SM, sugerem o fígado como fonte predominante ' ^ ' •'•̂•̂  , 

Os fígados de ratos hipofisectomizados liberam "in vitro" 

menos SM que os de ratos normais. Quando perfundidos "in 

vitro" com HC, os fígados de rato normal e os de hipofj_ 

sectomizados liberam mais SM que os controles ̂ '̂̂ -̂  , e quan 

do hepatectomizados, os ratos mostraram um decréscimo nas 

SM séricas'-^-' . 

Recentemente foi demonstrado que a adição de puromi^ 

eiriá(inibidór de síntese proteica) na perfusão de fígado 

isolado de rato, reduzia a liberação de IGF-1 desta prepa 

i-açãoi sugerindo diretamente a síntese hepática de SM^^^^, 
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Foi constatada também uma diminuição dos níveis de SM em 

doenças crônicas do f ígado •̂'̂  '̂  ̂  ' •'•'̂ •̂̂  . Todavia, ainda não 

foi descartada a idéia de que o fígado seja apenas o . 

positorio das SM^ 

Wicks demonstrou que culturas de fígado de fe_ 

to preservam características bioquímicas e hormonais sig 

nificativas do fígado fetal no útero, do estágio de desen 

volvimento em que se estabelece a cultura, dando um mode 

Io bem próximo do estado "in vivo". 

Assim, as culturas de fragmentos de fígado fetal, 

tal como o próprio fígado fetal, sintetizam albúmina e 

alfa--feto-proteína, as proteínas mais importantes do 
- f 8 51 

fluído amniotico^ . A produção destas proteínas foram 

examinadas para testar a função do hepatocito fetal na 

cultura. Ambas as proteínas foram rapidamente sintetiza

das pelos fragmentos de tecido no meio de cultura (Tabela 

1 ) . A velocidade de síntese foi relativamente constante do 

2' ao 4' dia de cultura e correspondeu a 40.a 50% da pro

teína total do meio. Eisen demonstrou, na cultura dos 

fragmentos de fígado de rato, que a síntese relativa de 

albúmina e alfa^-feto-proteína corresponde aquela da ida 

de gestacional do feto (informação pessoal) . 

As experiências das Tabelas 1 e 2 sugerem a síntese 

de MSA fetal no meio condicionado pelo fígado fetal, não 

so pelo fato do MSA fetal ser produzido a uma taxa relati^ 

vãmente constante, mas também, porque o tratamento da cul^ 

tura com o inibidor proteico, cicloheximida, diminuiu de 

80 a 95% a concentração de MSA fetal. Deste modo estas ex 

periências representam mais uma contribuição para a hipo 

tese de que as SM são sintetizadas no fígado. É convenien 

te lembrar que,desde que as culturas foram estabelecidase 

mantidas em meio desprovido de soro, o MSA fetal não po 

de ter=3© originado de contaminação de soro. 
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Na vida fetal nenhuma função distinta para o HC foi 

encontrada'-'^' . Diz-se que os níveis de HC no neonato 

estão no intervalo descrito paraos acromegal icos . Al êm 

disso, o HC materno não cruza a placenta, e, de fato, é 

suprimido durante a gestação. Anencefalíeos, sem tecidos 

hipotalamico e pituitario podem atingir crescimento ñor 

mal para a idade g e s t a c i o n a l e individuos com nani_s 

mo por deficiencia de HC mostram ao nascer, um peso apro 

p r i a d o . Ao mesmo tempo, estudos em animais confirmam 

a ausencia de uma função para o HC na vida fetal ^ , 

Por outro lado, pouco se sabe sobre a regulação da 

SM fetal, porem o HC parece não ser o mais importante fa 

tor regulador, não s5 pelo que foi mencionado mas também 

por não haver nenhuma correlação entre os níveis de HC 

fetal e de SM f e t a l ' ' ̂  ' . De acordo com Daugha 

day'-"̂ -̂' e Hurley'•^, os hormônios lactogênicos placenta 

rios podem induzir a síntese da SM em ratos hipofisecto 

mizados. A insulina tem sido relatada mostrando um papel 

importante no crescimento fetal, com base nas observações 

de existir uma correlação entre a hiperglicemia maternal 

(e presumindo-se uma hiperinsulinemia fetal) e o tamanho 

fetal (crianças grandes nascidas de mães diabét icas'•̂ •'••̂ . 

Eigermann^^-^ constatou um decréscimo da atividade de SM 

depois da pancreatectomia em cães e uma normalização pela 

terapia insulínica, concluindo que a síntese e secreção 

da SM, entre outros fatores, esta também sob o controle 

da insulina. Outros estudos sugerem que a prolactina'-^^-^ , 

os estrogenos'•"^^^^ o glucagônio '''' e a supernutrição'•''^ 

também estimulam a liberação de SM. 

A função das SM no crescimento fetal ainda não foi 

totalmente avaliada.Muitos autores mediram os níveis plasma 

tièoS dê SM nó cordão umbeücal de neonatos "̂̂ ' "̂ ^ ''̂ '̂ ' ' ̂ '̂̂  

üsâhdo diferentes ensaios, verificando-se alguma correia 
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ção entre níveis elevados e peso aumentado no naseimen 
^„(35,38,100) , ^ . ^ . . ~ 
to ' ^ , embora os estudos ainda esteiam incomple 

(21^ ' ' ~ 
tos. Por outro lado, D'Ercole^ ^ mostrou valores baixos 

em algumas crianças que manifestavam um crescimento intra 

uterino retardado. No mesmo trabalho, este pesquisador 

identificou receptores específicos de SM em tecidos fe 

tais do porco em diferentes idades gestacionais.sugerindo 

que o feto, de fato, possui a capacidade de responder ãs 

SM durante o seu desenvolvimento. 

A SM foi também quantificada no líquido amnioti 
r 2 3 5 i i (sl^ ~ 

co^ ' ' . Moberg em seu artigo^ ^ relata que o nível 

baixo de fluído amniotico está associado com o retardamen 

to de crescimento intrauterino. Dados convincentes sobre 

a função das SM no crescimento fetal ainda não foram obtj^ 

dos e mesmo a origem das SM quantificadas no cordão umb£ 

lical e fluído amniotico está ainda para ser determinada, 

pois que podem ser tanto de origem materna como fetal. 

O sistema experimental usado neste estudo, cultura 

de fígado de rato, foi modificado e desenvolvido por 

Simkins*^^^'^^^ , Eisen e cois . ' ̂ "̂ ^ . A técnica permite a 

rápida preparação de grande número de fragmentos unifor 

mes de fígado de rato e tem as vantagens de permitir a ma 

nipulação do meio de cultura de uma maneira relativamente 

pura e fácil e de não requerer uma suplementação de pro 

teína exogena, como soro. A estabilidade dos fragmentos 

de tecido foi confirmada pela captação relativamente cons^ 

tante de glicose e galactose, conteúdo de DNA constante 

depois do primeiro dia e produção constante de proteína 

não sedimentável'•^^' ̂ -̂̂  . A viabilidade da cultura foi con 

firmada pelos dados das experiencias da Tabela 1, mostran 

do a síntese de proteínas extracelulares(albúmina e alfa^-

-fetoproteína) e DNA. Assim, pela fácil manipulação e re 

tenção das propriedades de fígado fetal, este sistema pa 

rece fornecer um modelo adequado para o estudo da produ 

ção de SM fetal. 
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Em conclusão, o presente trabalho, por definir as 

propriedades biológicas e moleculares da SM sintetizada 

pela cultura de tecido de fígado fetal, bem como pelo sis_ 

tema de cultura que utilizou, poderá constituir-se em um 

modelo ideal para pesquisas sobre a regulação da SM fe 

tal e sobre o papel da SM no crescimento fetal. 
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O presente trabalho demonstra a síntese de polipe£ 

tídeos bioquímica, biológica e imunologicamente relacio 

nados com a bem caracterizada somatom.edina (SM) MSA-BRL,pu 

rifiçada da cultura da linhagem celular de fígado de rato, 

BRL 3A. O meio condicionado pelos fragmentos de tecido de 

fígado fetal de rato de 19-20 dias, foi concentrado,croma 

tografado em Sephadex G-75 sob condições acidas combinan 

do-se as frações correspondentes ao MSA-BRL. Esta prepara 

ção parcialmente purificada inibiu a ligação do MSA-BRL 
125 

marcado com I ao receptor de MSA em membranas plasmati^ 

cas de fígado de rato e foi chamado de MSA fetal.O conteú 

do de MSA fetal das preparações purificadas em Sephadex 

G-75 foi avaliado pelo ensaio de receptor de membranas 

de fígado de rato, constituindo aproximadamente S% da pro 

teína total. O MSA fetal é um polipeptídeo solúvel e está 

vel em ácido, de peso molecular 4500-12500 determinado pe 

la eletroforese em gel de poliacrilamida em dodecil sulfa 

to de sódio (SDS); o peso molecular do MSA-BRL é 8700. O 

MSA fetal estimulou a incorporação da timidina-^H em DNA 

de fibroblastos de embrião de galinha na m.esma extensão e 

com a mesma curva dose-resposta do MSA-BRL, e induzindo 

também a multiplicação desses fibroblastos. O MSA fetal 

estimulou a oxidação da glicose em adipócito de rato com 

parável a atividade do MSA-BRL e ambos os peptídeos inibi 
1 2 5 " " 

ram fracamente a ligação da insulina marcada com I aos 

receptores de insulina dos linfocitos IM-9. O MSA fetal e 

o MSA-BRL estimularam a incorporação do sulfato na carti_ 

lagem costal de ratos hipof isectomizados . O MSA fetal inî  

biu a ligação do MSA-BRL marcado com '''̂ Î âs proteínas fĵ  

xadoras da SM de soro de rato e ao anticorpo anti-MSA-BRL-

obtido de soro de coelho. 

R E S U M O 
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A incubação dos fragmentos de tecido de fígado de 

feto com cicloheximida 5 x 10 ^ M, por 24 horas, diminuiu 

de 80-95-Ó a concentração de MSA fetal, albúmina e alfa^^-

fetoproteína no meio condicionado, mostrando a sua sínte^ 

se pelo fígado fetal. 

A cultura de tecido de fígado de feto de rato pare 

ce fornecer um sistema adequado para o estudo da regula 

ção da síntese do MSA fetal e compreensão do papel das 

SM no crescimento fetal. 



5 6 

The present work demonstrates synthesis of pol};; 
peptide biochemically, biologically and immunologically 
related to the well characterized somatomedin BRL-MSA, Mult j. 
plication Stimulating Activity purified from the BRL 3A 
rat liver cell line. Media conditioned by explants of 19-20 
days fetal rat liver was concentrated, chromatographed on 
Sephadex G-75 under acid conditions, and fractions corre^ 
ponding to BRL-MSA combined. This partially purified pre 

125 ~ paration inhibited the binding of I-labeled BRL-MSA to the 
MSA receptor of rat liver plasma membranes, and has been 
termed Fetal MSA. The Fetal MSA content of the Sephadex G-75 
purified preparations has been estimated by the liver membrane 
receptor assay, and constituted -S% 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 incor 
poration of ^H-thymidine into the DNA of chick embryo fibro 
blasts to the same extent and with the same dose response 
as BRL-MSA. It also induced the multiplication of chick 
embryo fibroblasts. Fetal MSA stimulated glucose oxidation 
in rat adipocytes, comparable to the activity of BRL-MSA, 

12 S 
and both peptides weakly inhibited the binding of I labeled 
insulin to the insulin receptors of IM-9 lymphocytes.Fetal 
MSA and BRL-MSA both stimulated sulfate uptake in costal 
cartilage from hypox rats. Fetal MSA inhibited the binding 

125 
of I-labeled BRL-MSA to somatomedin binding proteins 
from rat serum and to rabbit anti-BRL-MSA serum.Incubation 
of fetal liver explants with cycloheximide, 5 x 10 ^M, for 

A B S T R A C T 
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24 hours decreased the concentration of Fetal MS^v.albyijiin 
and alfa^^-fetoprotein in conditioned roedia by 80-^51, show 
ing the liver synthesis of the Fetal MSA. Fetal liver ex 
plants should provide a useful model system tp study the 
regulation of Fetal MSA synthesis and to help elucidate 
the role of somatomedins in fetal growth. 
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