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Meméria descritiva referente a
patente de inveng#o de FIDIA
S.p.A., italiana, industrial e
comercial, com sede em Via Ponte
Della Fabbrica 3/A, 35031 Abano
Terme (Padova), It4lia, (inven-~
tor: Francesco della Valle,
residente na It4lia), para:
"PROCESSO PARA A PREPARACAQO DE
UM_NOVO_ FACTOR NEURONOTROFICO

E DE _COMPOSICOES FARMACEUTICAS
QUE O CONTEM"

Memdéria Deseritiva

I. OBJECTO DA INVENCAO

A presente inveng#o refere-se a um novo
factor neuronotréfico macromolecular (SDNF) derivado do cé-
rebro de mamiferos, em particular do nidcleo caudato de bovi-
nos e a um processo para a preparacHo do mesmo. Do ponto de

vista quimico, o factor neuronotréfico purificado é uma protei

na bdsica com um ponto isoeléctrico aproximado de 10, cujo
peso molecular, determinado por electroforese com gel contendo
SDS (dodecilsulfato de sédio), é semelhante ao da lisozima,
isto é, igual a cerca de 14 400 dalton. Do ponto de vista
biolégico, a molécula é capaz de incrementar in vitro a sobre-
vivéncia de neurdnios do sistema nervoso em cultura, especial-
mente os do sistema nervoso central.
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A fonte acima mencionada e as caracteris
ticas quimicas e bioldgicas dos factores neuronotréficos dis-
tinguem~se das de outros factores neuronotrdéficos macromole-
culares identificados, j4 descritos, Além disso, as aplica-
¢Ses farmaceuticas da molécula de SDNF foram identificadas e
essas aplica¢les também fazem parte do objecto da presente
invencéo.

IT. INTRODUCZO

a, DefinicBio e Papel dos Factores Neuronotréficos

Verificou-se que a sobrevivéncia e o
crescimento de células de mamiferos in vivo e in vitro s#o
regulados por uma série de sinais extracelulares especifi-
cos semelhantes a hormonas, conhecidos como de crescimento,
a maior parte dos quais s#o protefnas ou péptidos. Biologi-
camente, cada factor de crescimento actua sobre um grupo
particular de células especificas a que se destina e que lhes
respondem,

A investigac®o sobre os factores de
crescimento proteicos macromoleculares, que controlam a sobre-
vivéncia e, o desenvolvimento de células de neurdénios de mami-
feros tanto durante o seu crescimento como quando sfo adul-
tos, estd agora a ter um considerdvel interesse no campo da
investigac8io neurobioldgica. Foi sugerido que, durante o
desenvolvimento do sistema nervoso, factores neuronotréficos
que ocorrem extrinsecamente e s8o derivados directamente dos
micro-ambientes humorais e celulares, regulam a sobrevivén-
cia e a morte das células dos neurdnios (Cowan, W. M, e col.,
Science 225:1258, 1984). Na realidade, foi sugerido que a
competic3o entre axBes e de inervamento do crescimento para
factores neuronotréficos derivados de células de uma cerca
finalidade determina quais s3o os neurdnios que vivem ou que
morrem durante a ambriogénese. No adulto, de maneira seme-
lhante, se for da mesma maneira, factores neuronotrdéficos
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foram propostos como indispensédveis para manter a sobrevi=-
véncia das células dos neurdnbos e corrigir ligagdes funcio-
nais intracerebrais (S. Varon, Discussions in Neuroscience,
Vol. II, N¢ 3, 1985). Portanto, o enfraquecimento progressi-
vo e a morte de células dos neurdnios (que ocorrem depois de
uma les3o traumdtica, de processos patoldgicos tais como
choque ou doencgas neurodegenerativas e envelhecimento) podem
envolver a diminuicHo da quantidade ou a inibig&o de facto-
res neuronotréficos in vivo (S. Varon, ibid; S. H. Appel. Anng
Neurol., 10:499. 1981): S. Varon e col,, Dev, Neurosci.,
6:73, 1984).

Também foi sugerido por estes investi-
gadores que os factores neuronotréficos dos mamiferos
adultos s¥%o a base dos processos de reparaglio e regenerativos
a seguir a uma lesHo nZo s6 do sistema nervoso periférico
mas também do sistema nervoso central, Na realidade, a apli-
cag8io de modernas técnicas neurobioldégicas nas experiéncias de
transplantacBo e de lesBes dos sistemas nervoso centrals de
animais fortaleceu a ideia de que a reparag#o dos neurdnios
é possivel no sistema nervoso central de mamiferos adultos,
desde que estejam disponiveis sinais tréficos apropriados
(F, H., Gage e col., Nature 3083;637, 1984).

Até recantemente, o unico factor neuro-
notréfico proteico macromolecular bem caracterizado era o
factor de crescimento dos nervos (NGF) (R. Levi-Montaleini
e col,, Physiol. Rev. 48:534., 1968; R. Levi-Montalcini. Ann.
Rev. Neuroseci., 5:341, 1982). A descoberta de que o NGF era
capaz de estimular a sobrevivéncia apenas num limitado ntme-
ro de tipos de neurdnios de mamiferos in vitro e im vivo
levou & deia de que o NGF é apenas um de uma familia de fac-
tores neuronotréficos macromoleculares, cada um dos quais §é
capaz de regular a sobrevivéncia de tipos definidos de neurd-
nios, Presentemente, sé dois outros factores neuronotrdéficos
macromoleculares foram purificados e caracterizados -~ factor
neuronotréfico ciliar (CNTF) (S. Varon, Discussions in Neu-
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roscience, Vol. II, Nimerc 3, 1985; S. Varon e col., Dev.
Neurosci., €:73, 1984) e factor neuronotréfico derivado do
cérebro (BDNF) (S. Varon, Discussions in Neuroscience, Vol.
1I, Nimero 3, 1985; Y. Barde e col., Embo J. 1:549, 1982).
As fontes, caracteristicas quimicas e actividades bicldgica
referidas nestas literaturas destes factores s3o esbogadas

em seguida.

b. Epsaio Bjoldgico de Factores Neuronotrdficos

Os sistemas de cultura de neurdniocs in
vitro provaram ser ferramentas fundamentais e indispenséveis
para o estudo da actividade neuronotréfica em extractosde
tecido e para o controlo de processos cowplexos apropriados
para o fraccionamento e a purifica.do de factores neuronotrd-
ficos. Verificou-~se gue as culturas de neurdénios dissociadas
postmitéticas em monocamadas conservadas in vitro em condi:dcs
de cultura adequadas "restritivas" necessitam e respondem a
um suporte tréfico adicionado extrinsecamente ao sistema da
cultura. Pprtanto, a actividade neuronotrdéfica em preparag3o
brutas semipurificadas ou purificadas pode ser operativamente
determinada controlando a sua capacidade para promover a sobre-

vivéncia de células de neurdnios in vitro.

A21ém disso, radioisdtopos marcadores
especificos dos neurdnios (por exemplo, a andlise do teor de
neurofilamentos ou marcadores de absorc3o especificos) s3o
usados para suportar ou confirmar os critérios morfoldgicos.

Ce Caracteristicas de Factores Neuronotrdficos Identifica—

dos

Como se chamou a atengdo anteriormente, o©s
factores neuronotrdficos macromoleculares identificados até
sta data s3o o factor do crescimento dos nervos (NGF), o
factor neuronotréfico ciliar (CNTF) e o factor neuronotrdfico

. / o . L )
derivado do cérebro (:ONF). As fontes biologicas, as caracteris
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ticas quimicas e a actividade bioldgica de cada um d .stes fac-
tores s¥o esbogadas seguidamente, segundo foi ind: cado nas

. a2 K] . .
referéncias bibliograficas acima mencionadas.

1. Factor de Crescimento dos Nervos (NGF)

Fonte: O NGF foi originalmente descoberto em tumores de
sarcomas de ratos x(R. Levi-lontalcini e col., J. Exp. 200l.,
116 : 321, 1951) e foi depois purificado até & homogeneidade

a partir de gléndulas salivares submandibulares de ratos do
sexo masculino (S. Varon e col., Biochemistrv 6:2202, 1967)
e de veneno de cobra (R. H. Angeletti, Proc. MNatl. Acad.
Sci., USA 65:668, 197C).

Myitas outras fontes relativamente
ricas de NGF foram também referidas, incluindo a prdstata da
cobaia (G. P. Harper e col., Natura 279:160, 1979) e a pla-
centa humana (L. D. Goldstein e col,, Neurochem. Res.,

3:175, 1979). Feguenas quantidades de NGF foram também encon-
tradas presentes em outros tecidos, incluindo o sistema ner-
voso central dos mamiferos (S. Varon, Discussions in Neuros-
cience, Vol. II, Ne¢ 3, 1985; F. Hefti e col., Neuroscience
14:55, 1985).

A relac3o fisioldgica entre estas fon-
tes potenciais de NCF e os sitios de acg¥o aparente n3o é
muito clara, mas supde-se geralmente gue o NGF é segregado
a partir de virios tecidos periféricos gue necessitam a iner-
vagdo pelas células gue rescondem a NGF. A seguén-ia e a clonat
¢330 de NGF obtida das gl&ndulas submandibulares de ratos do
sexo masculino foram também realizadas (J. Scott e col.,
Nature 302:538, 1983; A. Ulrich e col., Nyture 303:821, 1983).
0 gene humano é de @-NGF foi também isolado e clonado com
éxito (A. Ulrich e col., Npture 303:821, 1983; Patente Euro-

peia Nmero 0121388).
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Caracteristicas gunimicas:

0 NGF obtido a partir de gléndulas
submandibulares de rato fol o tipo mais completamente carac-
terizado. O NGF de glandulas de rato actua Como um complexo
proteico 7S (peso molecular igual a cerca de 140 000 dalton)

de tras subunidades diferentes (a, £ Kf) incluindo Zn™.
A actividade de NGF é exclusivamente associada com a sub-unidaj
de g (conhecida como 2,55 NGF), uma proteina dimérica bisica
com o peso molecular igual a cerca de 25 300 dalton (apresen-
tado um pesc molecular igual a cerca de 12 650 dalton por

electroforese com gel/SDS), cujo ponto isoeléctrico é aproxi-
madamente igual a 9,3. Fpram j& referidas as seguéncias de £-
~NGF proveniente de gldndulas submandibulares de ratos do

sexo masculino e de proveniéncia humana ou de outras fontes
(J. Scott e col., Nature 302:538, 1983; A. Ulrich e col.,
Nature 303:821, 1983).

Actividade Bioldgica:

O NGF proveniente da gl&ndula submandi-
bular do rato foi usado para a maior parte dos estudos sobre

a actividade de NGF in vitro e in vivo.

Beterminou~-se a gama de activicade bioids
gica in vitro de NGF quer em células de neurdnios primdrios
quer em células clonais em cultura. As células de neurdnios
primdrias indicadas como respondendo a NGF in vitro incluem
neurénios sensoriais de fetos (dia embridénico 8 - 12) em gan-
glioc de raiz dorsal, neurdnios nor-adrenérgicos autondmicos
nos génglios simpéticos de fetos, neurdnios colinérgicos de
fetos em células do septo e cromafinicas adrenais em desenvol-

vimento.

Enguanto os neurdnios sensoriais e
simpdticos dependem de NGF para a sobrevivéncia e desenvolvi-
) . .
mento, osnewdnios colinérgicos n3o parecem necessitar a
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presenga de NGF para a sobrevivéncia, mas apenas para a sua
diferenciac¥o, isto &, para a expresso de tragos fenotipicos
caracteristicos ligados ao neuro—trans@d;sor. A adigdo de KGF
ds células de cromafina adrenais (células derivadas das ex-
tremidades neurais) na fase inicial do seu desenvolvimento
provoca a expressdo de fenotipos neuronais. As células clonais
referidas como respondendo a NGF in vitro incluem células
adrenais de cromafina derivadas de tumores da extremidade
neural, conhecido como células de feocromacitoma (PCl2) e
células de neuroblastomas humanos. Apds o tratamento com NGF,
estas células passam de uma forma intensamente prolifera de

comportamento para um estado neurdnico postmitdtico.

Os neurdnios gue se preferem como res—
pondendo a NGF in vivo incluem neurdnios sensoriais dos glén-
glios da raiz dorsal. neurdnios simpdticos e neurdnios coli-
nérgicos do sistema nervoso central tanto durante o desenvol-
vimento como também no estado adulto a seguir a uma les3o.
Neste Gltimo caso, a administrag¥o intracerebral de NGF pro-
vocou a sobrevivéncia de células de neurdnios e a express3o de
tragos fenotipicos caracteristicos. Estes efeitos esto associ
dos com um aperfeigoamento nas variag®es de comportamento

provocadas por lesdes,

2. Factor Neuronotrdfico Cjliar (CNTF)

Fontes O CNTF foi detectado pela primeira vez e purificado
a partir do tecido embridnico (E8) de olhocs de pinto, incluindg
o corpo cordide e ciliar da iris juntamente com apitélio pig-
mentdrio. Subsequentemente, identificou-se a presenga de acti-
vidade de CNIF numa variedade de extractos de diferentes te-

cidos, incluindo o nervo cidtico da ratazana adulta e o flui-

do de feridas do sistema nervoso central da ratazana.

Caracteristicas gQuimicas

O CN®F proveniente de tecido intra-ccu-

lar de fetos de pintos contendo aproximadamente 2 X 10-4 em
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termos de proteina, 9 % em termos de actividade tréfica e
purificado por electroforese com gel contendo SDS apresenta
um peso molecular igual a 20 400 dalton e tem um ponto iso-
eléctrico igual a cerca de 5. Este peso molecular e semel.ian-
temente a sua carga negativa 1icuida diferenciam claramentd

o CNIF da proteina p~NGF submandibular do rato. Ndo fol indi-
cada a sequéncia do CNTF purificado proveniente dos olhos dos
pintos nem a sua purificagdo d escala preparstiva a partir de
CNTF derivado de mamiferos.

Actividade Bioldgica :

Realizaram-ce estudos bioldgicos usando
principalmente extractos de olhos de pintos, preparagles de
CNTF semi-purificadas ou purificadas e apenas in vitro. Os
neurdénios que respondem in vitro incluem ganglios ciliares
(Eg) dé fetos de pintos, neurdnios (B,,) derivados de gan-
glios da raiz dorsal de fetos de pintos, neurdénios neonatais
de ganglios da raiz dorsal de ratos e neurdnios simpéticos
Ell ;
Verificou~se que nenhum dessas actividades e blo:ueada ou
inibida por anticorpos de B-NGF submandibular de rato. Ndo se

de ginglios de pintos de ganglios neonatais de ratazana.

fez qualquer meng3o aos efeitos in vivo do CNFT

3. Factor Neurondtrdfico Derivado do Cérebro (BDNF)

Fonte: Estudou-se a actividade de BDNF quer em meios condi-
cionados da linha de células clonais de ratazanas C6 quer em
extractos de cérebro de varias espécies. O factor fol purifi-

cado a partir de cérebro de porco adulto.
Caracteristicas Quimicas

O BDNF purificado a partir do cérebro
de porcos adultos (com um rendimento de 3,8 x 10-8 em termos
de proteina, menos do que 5% em termos de actividade trd fi-
ca) é um polipeptido fortemente bésicr (pI  10,1) com um peso
molecular igual a cerca de 12 300 dalton por electroforese
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com gel contendo SDS. Na literatura, n3o foi indicada gualguer

sequéncia. A molécula de BDNF e 0 seu processo de extraccdo
s%c descritos na Patente Alemd Ccidental DE 3213963 Al,

Actividade Bjoldgicas

Realizaram~se estudos sobre actividade
bioldgica usando extracto bruto derivado de cérebro de porco,
preparacdo de BDNF semipurificadas e purificadas e exclusiva-
wmente in vitro. Verificou-se que promove a sobrevivéncia quer
de neurdnios sensoriais derivados do placodo quer de neu-
rénios sensoriais derivados da extremicdade neural e gue pro-
move o desenvolvimento de neurites e a sobrevivéncia de célu-
las de explantos de retina in yitro (F. . Turner, D velop.
Brain Res., 18:251, 1985; J. E. Turner, Develop, 3rain Res.,
18: 265, 1985). Myito embora as suas propriedades quimicas
sejam muito semelhantes ds de @-NGF, ndo sz detectaram guais-
quer reacg®es cruzadas imunologicas. Além disso, o BDNF ndo
actua sobre os neurdnios simpdticos. N3o foram indicados

guaisquer efeitos in vivo de BDNF.

III. NOVO FACTOR NEURONOTROFICO DERIVADO DE CEREBRO D
MAMIFEROS

A presente invencdo reiere-se a um novo
factor neuronotrdfico (SDITF) com um peso wolecular igual a
14 400 dalton que é activo sobre os neurdénios dec sistema ner-
voso e, em particular, do sistema nervoso central, e a um

processo para a sua preparasdo.

A Fonte e Procedimento de Pyrificacdo

0 novo factor neuronotrdfico de acordo
com a presente inveng8o pode obter-se de acordo com a seguin-
te maneira de proceder que & também parte do objecto da

presente invencdo.




A maneira de proceder utilizada carac-
teriza-se por se homogeneizar cérebro de mamiferos, preferi-
velmente de animais bovinos, e, preferivelments, de ntcleos
caudatos, sob condic¢® s neutras, seguida de por uma pracipita-
¢30 com &cido a pH 4-5 e fraccionamento cromatogrifico num
peneiro molecular com eluente. tamponizado diluido, a uma
concentragdo compreendida déntro do intervalo de 10 mM a 30 mily
as fracgBes activas s¥o ainda melhor purificadas por cromato-
grafia com permuta de catiBes com um gradientza compreendido
entre 0,1 M e 1 M de tampdo de acetato de amdnio,

e s2 reunirem e liofilizarem as fracg¥es aciivas.

Podem usar-se cérebros de mamiferos
o
tanto frescos como congelados (por exemplo, a -70  C). Todas
as operac®es de purificag3o acima mencionadas realizam-se

preferivelmente a uma temperatura compreendida entre O e 6°¢c.

Para a preparagdo de cada carga, o0s
cérebros completos ou partes de cérebros s3o homogeneizados em
2 ou 4 volumes de soluc3o tawponizada diluida a um pd varié-
vel entre 6 e 7,4 e, em seguida, acidula-se, preferivelmente
com CEl, a um pH compreesndido entre 4 e 5, preferivelmente
igual a 4,5 e agita-se durante virias horas. Separa-se o ma-
terial que precipitou mediante centrifugag¥o (por exemplo,

40 000 rotac®es por minuto, durante guarenta minutos), neu-
traliza~-se o sobrenadante e dialisa-se em contra corrente com
uma solug¥o tamponizada diluida e liofiliza-se. Ag membranas
de didlise tem um corte de peso molecular compreendida entre

5 e 10 quilodalton. O fraccionamento por meio de filtro mo-
lecular realiza~se usando uma fase estacionaria com uma gama
de fraccionamento compreendida entre 5 000 e 150 000 dalton.

A amostra é elufda com uma soluc3o tamponizada diluida até

uma concentracdo que varia entre 10 mM e 30 mM e a um pd que
varia entre 6 e 7,4. Reunem-se as fracg8es biologicaments acti«
vas, liofilizam-se, aplicam-se a uma coluna cromatografica com
permuta de catiBes e elui-se com um gradiente de tampdo de
acetato de aménio desde 0,1 molar até 1 molar com um pd com-
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preendido entre 6 e 7. A actividade neuronotrdfica é eluida
e, aproximadamente, concentrag¥o 1 molar e as fracg@es activas

s¥o mais uma vez reunidas e liofilizadas.

A maneira dJde proceder acima descrita
pode ser interrompida em gualquer fase de purificagdo se o ma-
terial biologicamente activo ji for suficientemente puro ou

se se utilizarem outras fracgdes menos purificadas.

O seguinke examplo descreve a invencdo,

embora n3o limite o seu dmbito:

Exemplo

Num matadouro, ootiveram-se cérebros
frescos de animais da espécie bovina e diszecaram-se 0s nicleos
caudatos em gelo. Para a prepara 3o de cada carga, homogenei-
zaram-se aproximadamente 150 gramas de tecido caudlato (25 -
~ 30 cérebros) (homogeneizador Polytron, ponto 6, 60 segundoz)
em trds volumes de soluc¥o de cloreto de sdédio tamponizada
com fosfato (PBS), diluida na proporc3oc de 1 : 10 (pH 7,4),
contendo fluoreto de fenil-metil-sulfonilo (®:8F) (0,3 mg/ml)
e EGTA (4cido etilenoglicol-bis-(-aminoetil-éter, ¥, N,N', N'~tetra-
cético) (1 mi), acidulou~se com HCl a pH 4,5~ manteve-ss dentro
de gelo durante duas horas e, subseguentemente, centrifugou~
-se (40 000 rotagBes por minuto, durante guarenta minutos).
Reuniu~se o sobrenadante, neutralizou-~se (pd 7,4), dialisou-
~-se durante a noite (corte a 8 kDa) com P33 diluldo na Lropor-
¢330 de 1 ¢ 10 (pH 7,4), liofilizou~-se e conservou-se a -ZOOC,
subdividido em virias por¢Bes. Imediatamente antes da utiliza-
¢3o, as partes aliguotas s3o novamente suspensas em 1/10 do
seu volume inicial usando Agua destilada e avalia-se o teor
de proteina de acordo com o método de G. L. Peterson (Apal.
Biochem., 83:346, 1977). Diluiu~se entdo as amostras com meio
de cultura, filtrou-se através de filtros Millex de 0,45 micron,
previamente saturados com albumina de soro bovino (1 mg/ml) e
adicionaram~se guantidades apropriadas da fracgdo sourenadante
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filtrada as culturas de células mesencefilicas isentas de

soro, para ensalar a actividade neuronotrdfica.

Utilizou-se uma coluna ds Sephadex
G-150 (fino) (que mede 8 cm x 120 cm), para separar Os COmMpoO-
nentes do sobrenadante de acordo com O seu peso molecular. Os
sobrenadantes liofilizados foram ressuspensos €u jgua desti-
lada e aplicados 3 coluna (aproximadamente 750 mg de proteina
em 6 ml de tampd¥o de eluig3o). O tamp3o de eluigdo tinha a
seguinte composi¢®o milimolar (94 7,30) ¢ NaCl = 13,68;
KCl = 0,27; NaZHPO4.H20 = 0,8¢ KH2P04 = 1,5,

A coluna foi eluida com um caudal de
90 ml por hora, usando uma bombda peristéltica. A densidade 6p—
tica do eluido foi continuamente controlada a 280 nm com um
contrelador de ultravioletas. Obtiveram-se fracg@es de 15
ml automaticamente e, depois de se liofilizar, ensalaram-se
rel tivamente & sua actividade neuronotrdpica. A cromatogra-
fia por filtracHo através de gel e a colheita das fracgBes

\ - , o
realizaram-se numa divis3o arrefecida a 4 C.

Reuniramese as fracg®es biologicamente
activas eluidas da coluna contendo Sephadex G-150 e liofili-
zaram-se. Ressuspenderam-se partes aliguotas de material lio-
filizado em 110 ul de CHBCOO(NH)4 0,1 11 de pHd 6,45. Determi-
nou-se as proteinas em 10 ul. Apdicaram-se os restantes 100
pl (1,9 mg de proteina) numa coluna TSs-Ci-354 (uma coluna
de permuta de iSes para cromatografia em fase liguida sob alta
press¥o). Eluiram~se as fracgBes com um gradiente de (Nﬁ4)
COOCH3 (0,1 M - 1 M), pH 6,45 a um caudal de 0,5 ml por minu-
to. Tamp¥o A : (NH,)COOCH; 0,1 M, pH 6.45. Tanp3o B ¢ (NH4)
COOCH 1 M, pH 6,45. Ferfil do gradiente : O - 20 minutos,
100% de A/0% de B (isocrdtico); 20 - 40 minutos, 0% de 1/100%
de B (linear): 40 - 70 minutos, 0% de A/100% de B (isocréti-
co); 70 - 75 minutos, 100% de A/0% de B (linear). Ag fracgdes
foram liofilizadas e ressuspensas em 0,6 ml de tamp3o de fos-

fato (10 mM, pd 5,7).
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Ag proteinas foram medidas em amostras
de 100 pl e o material restante foi utilizado para o ensaio

bioldgico e para a anilise de SDS-PAGE.

A Tibela 1 resume as principais fases
da maneira de proceder de purificagdo 2 refere-se a um exem-
plo do grau de purificag3o (2m termos de proteina) e o rendi-
mento em percentagem de actividade neuronotréfica gue se
pode conseguir durante a maneira de proceder de purificacdo.
Os rendimentos em proteina e em actividade trofica distinguem
esta maneira de proceder das outras maneiras de proceder usa-

das para a purificac3o d: CNTIF e de BDHF.
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b. Caracterizacdo Quimica

A actividade bioldgica da fracgdo so-
brenadante bruta obtida a partir do homogeneizado total depois
da precipitac@io com &cido, neutralizag3o e didlise é sensivel
a tripsina, o gque indica gue a moldcula activa é de natureza
proteica ou peptidica. & molécula biologicamente activa presenq
te no extracto sobrenadante bruto acima referido é eluida da
coluna de Sephadex G-150 em fracgfes que correspondem a um

peso molscular que varia entre 10 000 e 30 000 dalton (rigura 1

a Pigura 1 representa um perfil tipico
da eluig3o de Sephadex G-130 de sobrenadante de caudato bovi-
no obtido depois da pracipitag3o com dcido, neutralizagdo e
didlise do homogeneizadc total conjuntamente com a identifica-
c3o das fracgdes binlogicamente activas. As condig®es de pre-
paragdo foram descritas acima. Todas as fracgBes foram ensaia-
das relativamente d sua actividade bioldgica com concentra-
¢Bes de proteina variiveis entre 0,01 e 10 ug/ml. Obssrvou-
-se actividade nas fracgSes indicadas pela linha horizontal

na Figura 1.

A molécula biologicamente activa prasen-
te nas fracgBes activas obtidas a partir da coluna de Sephadex
G-150 s3%o elufdas da coluna TSi-Ci-38i!, a uma concentragdo

de tamp3o de acetato de aménio igual a cerca de 1 M (Figura 2).

A Figura 2 representa uma curva tipica
do perfil de eluigdo durants a cromatografia ewm fase 1iyuida
sob alta press3o usando uma coluna de TSi-Ci-384, dos elui-
dos activos obtidos a partir de uma coluna de Sephadex G-150.
Ag condic®es de purificac3o s3o descritas. Tpdas as fracgdes
foram examinadas relativamente a sua actividade bioldgica com
concentracdes de proteina que variam entre 0,0Cl e 0,3 ug/ml.

A actividade represzntada pela linha horizontal foi observada
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em fracgBes eluidas com solucdo de acetato de amonio cerca

de 1 molar.

A Gltima fraccdo de elui¢Zo no tempo é
semelhante & de citocrdmio C, indicando gue o ponto isoeléctri-
co “a molécula activa é semelhante ao ponto isoeléctrico da
citocrémia C, isto &, aproximadamente 10 - 10,5. mgta carac-
teristica distingue a molécula activa da de CNYF gue tem

um pI igual a cerca de 5.

A electroforese realizada em SDS~PRGE
de acordo com método de V. ILee e col., (Neuroscience, 6:2773,
1981), usando geles de poliacrilamida a 12,5 % em peso/volu-
me e SDS contendo tamp3o descontinuo de acordo com o método
de U, K. Laemmli (Nature, 227:680, 1370) do material biologi-
camente activo obtido nas operagdes importantes da maneira
de proceder de purificagdo (extracto sobrinadante obtido a
seguir a precipitaco com Acido, neutralizagZo e aidlise do
hemogeneizado total numa coluna de Sephadex G-150 e numa colu-
na TSK-CM-3SW) estd reprazsentada na Figura 3A.

A Pigura 3A apresenta exemplos de elec-
trosforese depois do manchamento com prata com proteinas nor-
malizadas BioRad (pistas 1 e 5) e de material active (5 ug de
proteina/pista) derivadas das fases mais importantes da ma-
neira de proceder de purificagdo, isto é, extracco sobrenadan-
te obtido depois da precipitagdo com dcido, neutralizagfo =
liofilizag3o do homogeneizado total (pista 2) e do eluido acii-
vo da coluna de Sephadex G-150 (pista 3) e da coluna de TSk~
~CM-3SW (pista 4).

Os indicadores de peso molz=cular padr3o
usados foram miosina (peso molscular 200 000), 3-galactosidase
(peso molecular 116 250), fosforilase b (peso molecular
92 500), albumina de soro de bovinos {(peso molecular 66 200),
albumina de ovo (pesco molecular 45 000), carbono-anidrase (peso
molecular 31 000), inibidor de tripsina de soja (peso molecular
21 500) e lisdbzima (peso molecular 14 4C0).
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0 tamp3o da amostra para a electroforese
consistia em uma solucdo 62,5 mf de tris / tri-(hidroximetil)-
—aminometano/ (pH 6,8), 10% em peso/volume de glicerol, 2%
em peso/volume de SDS (dodecil-sulfato de séd@io), 2,5 wmM de
EDTA, 2,5 mM de EGTA, O,01% de azul de browofenol e 5% de &~

~-mercapto-etanol.

C material biologicamente acuivo oktido
a partir da coluna de TSi~Cli-35k migra sob a forma d= uma tni-
ca banda com um peso molecular semelhante ao da lisdzima
(BioRad) utilizada como padrdo e tando um peso molecular igual
a cerca de 14 400 dalton. Este peso molecular distingue a
respectiva molécula activa dos outros factores neutronotro-
ficos identificados (XNGF, CNTF, BDNF). Na realidzde, o material
activo eluido da coluna de TSK-Cl-33% n%o migra depoils fa elec
troforese em gel de SDS-TAGE numa posi¢3o semelhante ao de

p-NGF de gldndulas salivares de rato (Figura 38).

A Figura 3B ilustra um exemplo do
resultado da electroforese em gel de SDS-PAGE depois do man-
chamento com prata com indicadores BioRad padrdo (pistas 1 e
4), com 2,5 ug de E-NGF de glandula submandibular de rato
(pista 2) e com 2,5 ug de material activo dz coluna de TSK-
-CM-3SW (pista 3). Usou-se a mesma proteina padr3o que se

indica na Figura 3A.

C NGF migra para uma posigdo abaixo da
posiclo de migrac3o da molécula activa elulda a partir da
coluna de TSK-CM~-3SK. Ipdicou-se guec o BONF migra no movimentg
electroforético em SDS para uma posigdo semelhante 3 do KGF.

Isso constituli uma outra indicagdo de gue a molécula activa
eluida da coluna de TSK-Cl-3SW pode sér distinta de BDUF.

c. Actividade Bioldgica

A actividade bioldgica do material deri-

vado das operacdes mals importantes da maneira de proceder de
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purificagdo (o extracto sobrenadante bruto obtido depois da
precipitaco com &cifo, neutralizag3o e didlise do homwogenei-
zado total, os elufdos obtidos da coluna G-15C e os eluicos
obtidos da coluna de TSn-Ci-3Sk) & usualmente estabelecida
controlando os seus efeitos sckre a sobrevivéncia de células
mesencefilicas primdrias dizsociadas de feto de rate, conser—
vadas em cultura isenta de soro. Além disso, fizeram-se de-
terminacdes da absorcdo especifica de Bﬁ—dopamina em neurdni-
os GABAérgicos presentes no sistema de cultura, de modo a

. 2, ¢ 0 / .
corroborar ou ccnfirmar os crterios morfologicos.

Em seguida, esbogcaram-se 0s métodos de
preparac3o de cultura de células, de avaliag3o d: sobrevivén-
cia de células e dos parlmetros de absorcdo especificos jun-
tamente com as caracteristicas da preparag3o da cultura de
células e os efeitos do material obtido nas fases wais iwmpor-

tantes da maneira de proceder de purificagHo.

1. Método de Freparacdo da Cyltura de Células e Critérios

Imunoguimicos Utilizados para a AvaliacBo dos Tipos de

células "“Ip Vitro"

Disszou-se tegumento mesencafilico
rostral de cérebros de embries de ratos de treze dias sob
condicBes esterifipadas. Ag dreas de cérebro reunidas foram
mecanicamente dissociadas em FBS com a seguinte composig3o
milimolar : NaCl = 136,8; KC1 = 2,7;: NaZHPO4.7H20 = 8; KH2P04=
= 1,5 e contendo glucose (6 mg/ml) e albumina de soro bovino
(0,1 mg/ml) (pH 7,4). As células foram seguidamente centrifu-
gadas (45 rotagBes por minuto, durante cuatro minutos),
ressuspensas no meio de cultura, passadas através ge um fil-
tro de 20 um Nytex, contadas com um contador de células de
Culter e placadas em placasde plastico de cultura de tecidos
Falcon de 35 mm.

Cada placa foi revestida com colagénio
de pele de bovino (Vitrogen, 100 um de gproteina), usancdo meio
basal de Eagle (BiiE), NaiCO, e NaCH, de modo a fazer subir a
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forca ibénica e o pH (T. Elsdale e col., J. Tell Bjol.,
543626, 1972).

0 meio de culturs consistia numa mis-
tura de BME e de F12 de dam (1 : 1), suplementada com glucose
(33 m4), glutamina (2 m, Na@CO, (15 mi), HEFES (4cido HW-2-
~-hidroxietil-pipepazino~1Ii'-2-etano~sulfénico) (10 w), suple-
mentado como & referido por U. Di Pprzic e col., (Nature
288:370, 1980), com insulina (25‘pg/ml), transferrina (100
ag/ml), putrescina (60 uii), progesterona (20 mii), selenito
de sbdio (30 n¥), penicilina ¢ (C,5 U/ml) e estreptomicina
(¢,5 pg/ml); e contendo T, (3,3',5'-tri-icdo-DI~tironina)

(30 n¥) (J. Puymirat e col., Neuroscience 10:801, 1983).
Typicamente, adicionaram-se a cada placa 2 ml de wmeio de cul-
tura contends o nlmero pretendido de células disscciadas.

A bdentificagBo dcs “tipos de células
in vitro realizou-se por imunofluorescencia indirecta, utili-
zando anticorpo monoclonal RT97 contra proteinas de neurofi-
lamentos (B. H. Apderton e col., Nature 298:84, 1982), um
indicador especifico de células de neurdnios in vitro, como
é referido por P. Doherty e col. (J. Neurociem., 42:1116,
1984). Resumidamente, as culturas foram fixadas duraate szte
minutos com metanol a -20°C. Ag culturas fixadas foram permea-
bilizadas por tratamento durante trinta minutos com 0O, 1%

(em volume/volume) de Triton x-100 (um éter de polioxietile-
no) em PBS e, em seguida, incubou-se durant=2 sessenta minutos
com 10% de soro de feto dz vitela (FCS), contendo PBS para
bloquear os sitios de ligag®o da protefna n3o especificos. A
incubac%o com anticorpo anti-neurofilamentos (diluig3o 1 : 500
em PBS realizou-se durante sessenta minutos i temperatura
ambiente e foi seguida por trés lavagens com PBS contzando

10% de FCS.

Adicionou-se em seguida IgG purificada
de elevado afinidade de anti-rato de cabra conjugada com roda-
mina (diluicdo 1 : 100) 3 cultura durante eessenta minutos &

cmperatura ambientz e, depois de tré&s lavagens em FBS com
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10% de FCS, recobriu-se com glicerol/PsBS (1 : 1) e examinou-
-se no fotomicroscdpio Zeiss III eguipado com epifluorescencia

de rodamina e um conjunto Sdptico de contraste de fase.

Realizou-se o ensino de imunofluores-
cencia indirecta usando GFAP (vroteina acidica fibrilar ¢li-
al) de anti-soro de rato (para marcar especificamente as cé-
lulas astrociticas in vitro e IgG conjugada de rodamina pu-
rificada por alta afinidade de anti-rato dz czbra, de acordo
com a maneira de proceder de . C. Raff = ¢ol. (Brain Res.,
174:283, 1979).

2 2

2 Método de Determinac®o da Spbrevivéncia de Células

na Cpltura em Fyng3o do T-mpo

Verificou-se a sobravivdncia de células
por critério morfoldgicos (isto &, observag3o com microscd-
pio de contraste de fase do namero de células sobreviventes
de acordo com o tempo in vitro) juntamente com a avaliago
bioquimica do teor de DNA e do ndmero Je células dopamnindrgi-
cas sobreviventes por placa de acordo com o tempo in vitro.

0 teor de DNA estabelzcido d> acordc com o método indicado
por B. 6. Erwin e col., (Anal. Biochem., 110:291, 1981), en-
quanto o nimero de células depaminérgicas por placa, foi
determinado depois da absorg3o especifica de dopamina e por
visualizac3o dos neurdnios fluorescentes de acordo com O mé-
todo de fluorescencia provocada por dcido glioxilico (¢IF),
descrito por G. Bolstad e col. (Comp. Bjochem. Physiol.,
62:61, 1979). Para esta Gltima finalidade as células foram
observadas com um fotomicroscdpico Zeiss III equipado com
dptica de epifluorescencia de catacolamina e de contraste de
fase. Utilizando coordenadas pré-fixadas, contou~s5e O nGmero
de neurdnios positivos a GIF gue correspondem a, pelo menos,

3% da &rea superficial total.

3. Método de Determinac3o da Absorco Especifica de

Dopamina e de GABA




de 3H—dopamina realizou~se como descrito por B. Berger e col.
(Neuroscience, 7:193, 1982). Ag células foram lavadas uma

vez com PBS pré-aguecido suplementado com glucosz (5 nii),
CacCl, (1 ni), MgsSO, (1 nid), 4cido ascdrhics (0,1 mi), pargi-
iina (0,1 nii) e pré-incubaram-s= durante cinco minutos com
0,8 ml de soluc3o acima mencionada. Quanio necessirio, adicio-
naram-se ao meio de incubaclo benzotropina (5 w.), desmetil-
~imipramina (5 wi) ou fluoxetina (1 wi). Como rotina, adicionoy-
~se entdo 0,2 ml de 3;-I—dopamina (concentras®o final 50 nif,
5.A. (actividade especifica) 22 - 33 Ci/ni) e continuou-s= a
incubagdo durante guinze wminutos, a 37%. Intarronmpeu~-ss a
absor¢do removendo a mistura de incubag3o seguida por guatro
lavagens rapidas com »35 arrefecida com gelo. mxtrafu-ss entlo
a 3H—dopamina d= cada cépsula por duas vezes (guinze minutos
cada) com 0,5 ml de €10, 0,4 i mais etanol absoluto (3 : 1

em volume/volume).A recuperag3o foi supsrior a 95%. Detarini-
nou-se a radioactividade depois da adicdo de 10 ml de Ipstagel
II (um flulso de contagem de cintilac¥o liyuido) usando um
contador de cintilag3o Packard IriC.rb {(iodelo 450 C). Em
amostras separadas, obtidas no fim da incubazdo e depois das
lavagens, extraiu-se a radioactividade intracelular com 0,5
mlde &cido perclérico (0,4 N) e analisou-se por cromatogra-
fia em base 1lisuida sob alta press8o (HPLC) (2. Xotake e col.,
J. Neurosci., 2:1307, 1982; A. Shunm e col., 7. Chromatog.,
228:123, 1982).

Mais do gue 95% da radioactividadzs injecH
tada estava associada com a fracg3o reunida no momento da

reteng3o da dopamina.

Ensaiou-se a absorg¥o espzcifica de
l4C—GABA como foi descrito gor A. Prociiantz e col. (Nature
293:570, 1981), com adig3o de 0,1 wi de 148-&A3A (225 mCi.nmol)
durante gquinze minutos a 37°¢. Utilizou-sec 4cido amindxi-acdti-
co (10 uil) para evitar o catabolismode GABA. Quando necessario,

. . . 4 N . -3.. e
adicionou-se &cilo diaminobutirico (10™ "#), que & um inibidor
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a absorcdo de GABA., Ag maneiras de proceder de lavagem e de ex-
tracgdo sdo as qgue se descreveram para os astudos da absorgdo
da 3H—dopamina. A identificagBo de CGABA realizou-se por croma-
tografia em camada fina (R. 8. Lasher, Brain Res., €9:235,
1974). Mais de 20% da radioactividade estava associada com uma

mancha que migra simultaneamente com GABA autentica.

4, Doterminacdo uprfoldgica, Vitalidade e Caracteristicas

Bioguimicas do Sistema de Cyltura de Células

Ao fim de gquatro e de oito dias in vitro,
mais de 98% das células vidveis aderentes presentes na cip-
g . . . P 4 .
sula eram positivamente imuno-reactivas = imuno-citoguimicas

U

de acordo com o manchamento com anticorpo minoclonal RIST.
Tymbém, menos de 1% das células de cultura eram, 20 fim dos
tempos considerados, imuno-reactivos ao manchamento com anti-
-soro GFAP, Isto intica gue mais de 98% das cédlulas de cultura
podem ser classificadas como zlementos de neurdnios. A visua-
lizag¥o do nlmero de neurdnios dapaminoérgicos no sistema de
cultura indicou gue estas c¢élulas eram aprozimadamente de 0,1 -

- 0,2 % da pupulagdo total de células presentes in vitro.

A viabilidade das células no sistema de
cultura utilizado n¥o sofreu modificagBes até quatro dias in
vitro. No entanto, entre guatro e oito dias in witro, a via-
bilidade diminuiu em cerca de 6 - 80.:. Igto era evidente n3o
s6 depois da avaliag3o morfoldgica como também a seguir 4 de-
terminagdo do teor de DNA e do nlmero de cédlulas dopaminérgicas
por cisula. Isso significa que a viabilidade das células de
neurdénios messncefélicos nas condic®es de cultura era limitada
e que n30 ocorrem variac®es notdveis na viabilidade dos dife-
rentes tipos de células presentes no sistema de cultura (ve-
ja-se Figura 4).

A Figura 4 é um grifico que representa as
variagBes em fung3o do tempo dos neurdnios totais, Sos neurd-
nios d GIF positivos e da absor¢o de dopamina sensivel a 3o7T.
As células mesencafilicas foram seme das a umz densidade de 1 x
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lO6 células/cpsula de 35 mm/2 «l de weio Je cultura.

Ag indicacBes da Figura 4 s30 as seguin-

ct
o
0
L1

Dra/cipsula ( O — 0); absorgdo de dopa-
. ] . o+
mina sensiveu a BZT (0 — 0O); nlmero &= células GIF /cdpsulas
(histogramas de bloco); absorg3o de dopamina sensiveis a 32T/

/lo3 células GIF' (histograma a linha tracejada).

Semelhantemente a determinagdo dz via-
pilidade de células na cultura, a absorg¥o esp:icifica de 34~
~-dopamina e de 14C-=3ABA diminuiu emn cerca de 60 - 80% entrs o
quarto e o oitavo dia in vitro. Este facto sugers igualnente
que ndo hd uma diferenga ajparente de comportamento entre 08
virios tipos de células presentes in vitro e permite concluir
que aqueles parémetros de absorgdo sdo indicadores apropriados

da viabilidade das cé&lulas in vitro.

5, Actividade Binldgica do iaterial Dorivado das Fases

mais Importantes do ¥rocesso de Pyrificaco

Fara esta finalidade, imediatamente
antes da utilizac8o, ressuspendem-se partes aliguotas do wate-
rial liofilizado derivado das fases mais importantes de purifi-
cacdo em 1/10 do volume inicial usando Agua destilada. Avalioud
-se o teor de proteina de acordo com G. L. Peterson (hnal.
Biochem., 83:346, 1977). Ag amostras foram entdo diluidas com
meio de cultura, filtradas atraves de filtros Millex de C,45
micron e pré-saturadas com albumina de soro bovino (1 mg/ml).
Adicionaram-se ent3o guantidades apropriadas de material £il-
trado & cultura de células mesencefilicas no dia da pla agem.
Adicionaram-se tawbém quantidad:.s eguivalentes de albumina

de bovino ds culturas de células de controlo.

Em to“as estas culturas, o meio foi
substituido cada dois dias ou, como altzrnativa, ressuplemen-
tado com material derivado das opera;Bes de purifi-agdo ou zom
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albumina, no caso das culturas de controlo. O material derivado
de todas as mais importantes fases de purificagio - o =xtracto
sobrenadante bruto obtido depois da precipitag3do com 4dcido do
homogeneizado total, as fracgdes obtidas a partir da coluna
contendo Sephadex G-150 € eluldas dentro da gama de peso wole-
cular de 10 até 30 quilodalton e as fracgBes obtidas da coluna
de TSK-CM-35W alulda com acetato de amdénio a cerca de 1 1 - sdo
todas capazes de aumentar a viabilidade, isto &, a sobrevivén-
cia e o dessnvolvimento de células de neurdnios meszncefi-

licos de fato dissociadas na cultura.

A aparéncia morfoldgica no oitavo dia da
cultura das células in vitro depois da adijdo do meio de cul-
tura no dia da placagem, (dia 0), ou de a fracg3o sobrenadan-
te bruta ou de albumina (cultura de controlo) estd represen-

tada na Figura 5A e 53.

Tgtas Figuras repres:ntam a aderéncia ti-
pica de células mesencefdlicas de fets de rato no oitavo dia
in vitro, depois da adig3o de 10 ug/ml de albumina na culitura
de controlo (Figura 51) e de 10 ug/ml de extracto de sobrena-
dante obtido a seguir a precipitac3o com 4cido e & didlise do

homogeneizado total (Figura 5B).

Egte efeito foi também evidente a partir
da determinagdo do teor de DNA total e do nGmero de células
dopaminérgicas por cépsula (Figura 6) e também da absorgdo
especifica 3H—dopamina e de 14CGABA em func3o do tempo in

vitro.

A Figura 6 representa uma avaliagZo do
nimero de células de CIF' (isto &, DA dopaminérgicas) e do teor
de DNA por cépsula no oitavo dia in vitro, depois da adigdc de
10 ug/ml de albumina a cultura de controlo (histogramas em
bloco; e de 10 ug/ml do liquiﬁo sobrenadante obtido a seguir a
precipitacdo com &cido e a didlise do homogeneizado total (his-
togramas de linhas tracejadas). Os valores indicados s3o valo-
res médios ¥ erro quadrdtico mécio da wédia de andlises em
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triplicado.

A Figura 7 mostra que o efeito do Liquido
sobrenadante acima referido sobre a absorgo da dopamina
depende da concentrac3o. Este facto fol observado a partir das

determinag@es da absorgd3o de GABA e de DNA por cépsula.

Egpecificamente, a Figura 7 mostra o
efeito de adigdo de virias concentragBes de extracto bovino
(obtido a seguir & precipitagZo com Acido e 3 didlise do homo-
geneizado total) por absorgdo de dopamina sensivel a BLT. As
cdlulas mesencefilicas foram semeadas com uma densidade de
0,5 x 10% células/l ml de meio de cultura conjunto (24 mm).

As quantidades indicadas de entractos bovinos foram adicionadas
no momento da placagem no volume de 50 ul. Quando isso for
necessdrio, as amostras foram suplementadas com albumina de
soro bovino, de modo a atingir-se concentrag@es finais de 40
nag/ml de proteina. Os pardmetros de absorg3o foram calculados
no quarto dia in vitro. Os valores s3o indicados com a média

T gesvio padr3do de amostras em triplicado.

Bm conjunto, estes resultados indicam que
o material activo é capaz de aumentar a sobrevivéneia e o desen
volvimento in vitro de varios tipos de neurdnios, em particu-
lar, os presentes nas culturas utilizadas. Embora se tivessem
detectado efeitos sesmelhantes quando se ensaia a actividade
tréfica do extracto sobrenadante, na reunilo das fracgBes de
Sephader G-~150 eluidas entre 10 e 30 quilodalton & no grupo de
fracg®es da coluna de TSK-Cil-3SW eluidas usando acetato de
ambénio aproximadamente 1 i, a quantidade de material necessi-
rio para se obter esses efeitos diferia. Bm particular, en-
guanto o extracto sobrenadante bruto apresentada uma activida-
de bioldgica semi-mdxima quando adicionado in vitro a concen-
tragdes de cerca de 6 ug/ml, a actividade semi-ndxima das frac-
¢8es obtidas a partir de Sephadex G-150 e de AS-CM-33W era
detectdvel a cerca de 0,3 ug/ml e 10 ng/ml, respectivamente
(ver Tabela 1).
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O ensaio da actividade biolfgica noutros
tipos de culturas de células de neurdnios in vitro, em par-
ticular, de células de neurdnios dissociados provenientes do
estirato de feto de rato, indicou guz a molécula activa era
efectiva em melhorerl a sobrevivéncia e provocar o desenvolvi=-
mento de virios tipos de neurdnios presentes em diferentes drea
do sistema nervoso, em particular, do sistema nervoso central
(cNs). Além disso, o material activo era efsctivo em aumentar
o desenvolvimento neuritico in vitro de neurdénios de glngliaos
da raiz dorsal de embri®es de pintos com doze dias mas ndo em
embrides de oito dias. Egte efeito indica também que o factor
neuronotréfico pode ser distinguido do A-NCF derivado das
glandulas salivares de rato. Nz reclidade, a adigdo de varias
concentracdes (desde 1 ng até 300 ng/ml) de -NGF das gléndu-
las salivares de rato n3o tem gualguer efeito sobre a sobrevi-
véncia de células mesencefilicas dissociadas de ratos usadas

rotineiramente na cultura.

IV. APLICACEO IN VIVO DO PACTOR NEURONOTROFICO DERIVADO DE
CEREBRO DE MAMIFEROS

- Um outro objecto da presente inéengéo
refere-se & aplicag®o in vivo do factor neuronotrdfico (SDNF)
derivado do cérebro de mamiferos. Como se referiu acima, sa-
be-se hoje que os factores neuronotrdficos regulam a sobrevivén
cia de células de neurdnios e a plasticidade de neurdnios
(definida como a capacidade de uma céiula nervosa sofrer mo-
dificacdes morfoftimcionais em resposta a alterages do seu micro-
-ambiente) n3o sbé durante o desenvolvimento do sistema nervoso
mas também, presumivelmente, no estado adulto. N realidade,
acumularam~-se j& factos gue sugerem que os factores neurono-
tréficos controlam provavelmente os neurdnics dos adultos re-

lativamente a:

I. Manuteng3o, comportamento funcional e
envelhecimento de células normais (S. Varon, Discussions in
Neuroscience, Vol. II, Namero 3, 1985) -~ isto &, deve hzver um
abastecimento suficiente e uma utilizagfo suficiente de facto-
- 26 -
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. 8 1es§o axonal origina um deficiente abasteci--
ores neronotréficos as células dos neurédnios e

Degenerescéncia e morte em algumas

igﬁcs pptolégicas (s. varon, ibid), isto.é, podem asso-
'diﬂarentna condicBes patologicas comsituagBes de de~

11 dm ambou estes factos.

Tendo em vista o que acima se refere, a
gﬁecqnta iuvanq&o também se refere ds seguintes aplicagBes
”’_faator upurﬂnotréfico conhecida como SDNF, em particular,
QGM¢mistraq!o por via parentérica (incluindo, embora n3o de
;gngirg exgluliva, administrag3o peridural, intracisternal,
vgngrébular, intratecal, intravenosa, intramuscular,

Aﬂiss d;'gangliesidos individuais de cérebro bovino, pre-
' ,mcn&e GMl @ derivadoes de gangliésidos semi- sinteticos,
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danificac¥o aguda, subaguda ou crénica

e provocadas por tumoress

envelhecimento do sistema nervoso, in-

doengas imunclogicas crénicas do sistema
:vnso ou¥gue afectam o sistema nervoso.

A associagBo da utilizac3o das molécu-
Jdo $HNE com gangliésidos e fosfolipidos é substanciada
‘pwidg -ia que indica que os ganglibsidos do cérebro de

o A Tabela seguinte resume o efeito de
| ‘de~¢wtracta de estrias de bovino sobre as culturas de

TR T




TABELAAZ

Sensivel a B2T Sensivel a DABA
absorgdo de 3H~ absorg3o de 140—GABA
~-DA fmol placa pmol/placa 15 mins
15 mins

29,51 X 5,78 0,56 T 0,14

69,14 ¥ 3,38 1,04 ¥ 0,05
104,68 ¥ 7, 60 2,41 ¥ 0,27
140,58 ¥ 17,82 4,56 T 0,10

> i -7
es A *ut M de GMl

; Cyltivaram-se células mesencefdlicas
dhca) num meio isento de soro que continha albumi-
; ) ou extracto estriatal (15 ug/ml), sozinho ou em
. Realizaram-se estudos de absorg3o
"m0 quarto dia de acordo com os métodos referidos na secg¥o
T 08 valores médios s¥o os valores da média ¥ desvio

de Qniliaes em triplicado.

‘ A 0 extracto de estrias de bovino foi
preparado como se referidu anteriormente (ver secg¥o IIIa).

A formulag¥o de composigdes farmaceuti-
ntendo a molécula de SDNF derivada de cérebro de mami-
ox a a este respeito sem e possivelmente também com
e fosfollpidos, incluiu os métodos conhecidos
ag&b de composi¢Bes farmaceuticamente aceitdveis
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' SDNF em misturas com um veiculo farmaceuticamente aceitével,

0s velculos aceitdveis e a sua formula-

;ncluipdo outras proteinas s¥o descritos, por exemplo,

Ro livro “Remington's Pharmaceutical Sciences" (Remington's
maceui:;cal Sciences, Mack Pyblishing Company, Easton, Pa.,
Batados Unal.dos da América, 1985). Estes veiculos incluem
"ﬁ@tmulaqags de depbsito" injectdveis.

Com base no quf se refere acima, a for-
ac¥o farmaceutica inclui, embora n¥o exclusivamente, solu-
de SHHF ou um pd liofilizado de EDNF em associagdo com

um_ou ﬁaia veiculos ou diluentes farmaceuticamente aceitéveis

‘de pH e :Llwe-osmotico com os fluidos fisiogicgs.

A Tabela 3, mais adiante, mostra, com
‘ ns npemsp ilustrativos e sem quaisquer efeitos limitativos,
- am eomposigées possiveis de formulagBes que podem ser prepa-

Fo pﬁ retendido. Também se podem usar sclugBes semelhan-
: composigBes farmaceuticas da molécula de SDNF em
ugSes. f%oténicas com o volume pretendido e incluem, mas
n¥ qxclua#vumente, o uso de solugd®es salinas tamponizadas
*com fasﬁltp ou citrato, a concentragdes apropriadas, de modo
a obtgr—-sq em todos os casos preparagdes farmacauticas iso-

‘,noniaap com o pH pretendido, por exemplo, o pH neutro.

Igualmente com finalidades ilustrati-
vas, as Tabelas 4A e 4B referem algumas composiges farmaceu-
‘ cas pcﬂaveie para o tratamento de perturbagdes do sistema
"-norvoao. A; composicBes farmaceuticas indicad as nas Tabelas
4A e 4B a&g preparagBes com dols frascos por dose individual,
- 30 -
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trac8o por via rectal, com um excipiente lipofili
solivel em Agua, auto-emulsionivel de glico-gela-
outros tipos. Nestas preparagdes, o SDNF pode
unqontrareﬁ@ presente em quiantidades que varlam entre 0,001%
,I%Qm puag do excipiente total. Ag formas de composicBes
aitorios podem conter, sem se limitarem aos mesmos,

vquintidadad apropriadas de acetilnsalicilato.

A Tabela 5 apresenta uma lista, apenas

‘para finalidades ilustrativas, de preparagdes para supositd-
;riqa poasiﬁbis para o tratamento de perturbagdes do sistema

: ; Além disso, as preparag®es farmaceuticas
A ~BDN! quqr sob a forma liofilizada quer sob a forma de so-
uglio puduﬂ incluir fosfolipidos ou gangliésidos como se des-
vuu aciqa em doses efectiﬁés, Por exemplo, as doses podem

uqqgap«n? homem para o tratamento de reparagdes nervosas ou
”‘w 'w devidas ao envelhecimento, respectivamente, e
ipe@g»]@ape,ﬂ;der da via de administragdo.
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A dosagem das preparagdes farmaceuticas

»g 5 (500 TU)
mg 16
‘!mp&o de aitrato de pH = 7 ml 2
eon ﬁgua déstilada apirogénica q.b.
Una ampola de 2 mililitros contéms
ubstncia ‘activa aug 100 (10 000 TV)
eibrete de ﬁaédio mg 16
.np!o de qloridrata de pH = 7 ml 2

- eam 6qua dmtilaaa apirogénica q.b.

,mqu ;#6£;l,.ca (TU) é Gefinida como na Tgbela 1.
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TABELA 4A

Exemplos de Sistemas de ComposicB®es Farmaceuticas

SISTEMA Ne 1

a) Um frasco de 2 ml contéms

Substéncia activa liofilizada ug 5{(500 TU)

Glicina mg 30

b) TUm frasco de 2 ml de dissolvente contéms

Cloreto de sbdio mg 16
Tampdo de citrato em dgua ml 2

Agua destilada apirogénica g.b.

SISTEMA N2 2

a) Uy frasco de 2 ml contéms:

Substdncia activa liofilizada Mg 5 (50C TU)

Manitol mg 40

b) Um frasco de 2 ml de dissolvente contém:

Cloreto de sddio g 1€
Tamp3o de citrato em &gua ml 2

4gua destilada apirogénica ¢.b.

SISTEMA N2 3

a) Up frasco de 3 ml contém:
Substéncia activa liofilizada: 29 100 (10 coo TU)

Glicina mg 45
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b) Um frasco de 3 ml de dissolvente contéms

Cioreto de sédio mg 24

Tamp30 de citrato em &gua wl 3

Agua destilada apirogénica q.b.

A unidade tréfica (TU) é definida como na Tabsla 1.

TABELA 4B

Exemplos de Sistemas de Cgomposicdes Farmaceuticas

SISTEMA Ne 4

a) Uy frasco de 3 ml contém

Substdncia activada liofilizada Jg 100 (10 600G TU)

Manitol mng 60

b) Up frasco de 3 _ml de dissolvente contéms

Cloreto de sddio ng 24

Tampdo de citrato em &gus @l 3

Agua destilada apirogénica «.b.

SISTEMA N2 5 (Exemplo de composig¢8o para injecgdo subcutdnea)

a) Up_frasco de 2 ml contém:
Supsténcia activa liofilizada ag  1c (1 000 TU)

Glicina g 30

b) Un_frasco de 2 ml_de dissolvente contém:
Cloreto de sdédio ng 16
Tamp3o de citrato em &gua ml 2
dgua destilada apirogénico g.b.

A unidade trdéfica (TU) é definida cowo na Tabela 1.
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TasBELA 5

Exemplos de Composic®es Farmaceuticas com a

Forma_de Sypositdrios para Administracdo por

Via Rectal

PREPARAGRO Ne 1

Substa&ncia activa

Manteiga de cacau

PREPARACKO Ne 2

Substé@ncia activa
Carbowax 1540

C,rbowax 6000

FREPARACAO Ne 3

Substancia activa
Tween 61

Lanolina

PREPARACAO Ne 4

Substéncia activa
Glicerina
Agua

Gelatina

A unidade tréfica

H9

g

o}

ug

g

100 (10000 TU)

2,5

100 (10 000 TU)
1,75

0,75

100 (10 00O TU)
2,125

0,25

100 (10 00C TU)
1,5
0,175

(TU) é definida como nz Tabela 1.
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REIVINDICAOAES

- 12 -

Processo para a preparagdo dum novo
factor neuronotrdéfico que é uma proteina bisica tendo um peso
polecular igual a cerca de 14 400 dalton, caracterizado por

compreender as fases que consistem em

a) se homogeneizar tecido de cérebro de um mamifero,
b) se precipitar com 4cido o howmogensizado assim produzido,
c) se submeter a didlise o scbrenadante resulante com

uma membrana de dildlise gue tem uma restrigdo de peso

molecular entre 5 e 10 quilodalton e

a) se fraccional por cromatografia o srbrenadante dialisa-
do de maneira a separar os componentes do socbrenadante

de acordo com o peso molecular.

Procasso de acords com a rsivindicrcdo
1, caracterizado pelo facto de compreender ainda operagdo que
consiste em e) se purificar as fracgBes neuronotroficamente
activas assim obtidas por cromatografia de permuta de catides

com um gradiente de tamp3o de acstato de aménio.

rrocesso de acordo com as raivindica-
¢¥es 1 ou 2, caracterizado pelo facto de o tecido de cérebro

de mamifero ser tecido de cérebro bovino.
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Processo de acordo com as reivindica-
¢oes 1 ou 2, caracterizado pelo facto de se submeter as referi-

das fases do processo nucleos caudatos de cérebros bovinos.

- 53 -

Processo de acordo com a reivindicacao
1, caracterizado pelo facto de a fase b) se realizar a um pH

compreendido entre 4 e 5.

- 6a -

Processo de acordo com a reivindicacao

1, caracterizado pelo facto de a operacao de fraccionamento
cromatografico d) se realizar com um peneiro molecular com um

agente eluente tamponizado diluido com uma concentracgao de 10

mM a 30 mM.

- 7a -

Processo de acordo com a reivindicacao
6, caracterizado pelo facto de o fraccionamento se realizar
usando uma fase estacionaria com uma gama de fraccionamento de

entre 5 000 e 150 000 dalton.

- 88 -

Processo de acordo com a reivindicacao
2, caracterizado pelo facto de as fraccbes neuronotroficamente
activas serem eluidas da coluna de cromatografia de permuta
de catibes com um gradiente de tampdao de acetato de amdnio ten-

do uma concentragado desde 0,1 M até 1 M e um valor de pH desde




| o o o

6 até 7.

- 98 -
Processo de acordo com as reivindica-

¢ges 1 ou 2, caracterizado pelo facto de se efectuar as ope-
racdes do processo a uma temperatura desde 0° até 6°c.

- 102 -

Processo de acordo com as reivindicagBes
1 ou 2, caracterizado pelo facto de se reunir as fracgdes neu~

ronotroficamente activas e se liofilizar a mistura.

- 112 -

Processo de acordo com gualguer das rei-
vindicag®es 1 a 10, caracterizado pelo facto de o factor neuro

notrofico obtido ser uma proteina bédsica tendo um peso mole-

cular de cerca de 14 000 dalton.

- 128 -

Processo de acordo com a reivindicag3o
11, caracterizado pelo facto de a referida proteina ter um

ponto de isoeléctrico de cerca de 10.

- 132 -

Processo de acordo com a reivindicagdo

11, caracterizado pelo facto de o factor neuronotrdéfico obtido
ter uma actividade especifica de, pelo menos, cerca de 0,0l
Jg/unidade tréfica, em que a mencionada unidade tréfica é a
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concentrac3o de proteina (ug/wl) que favorece a sobrevisncia
de metade do nlGmern méximo de neurdes sobrevivantes em respos-—

ta a concentrac3o saturante do material activo.

- 142 -

Processo de acordo com a reivindicagdo
11, caracterizado pelo facto de o factor neurcnotrdfico obtido
ser uma protefna bisica derivada do nfcleo caudato do cérebro

de mamiferos tendo actividade neuronotrdfica e um peso molacu-

lar de cerca 14 400 dalton.
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Processo de acordo com a raeivindicagio
14, caracterizado pelo facto de o factor neuronotrdfico obti-

do ter um ponto isceléctrico igual a cerca de 10.

- 168 -

Processo de acordo com as reivindica-
¢Bes 1 ou 2, caracterizado pelo facto de o factor nauronotrd-

fico obtido ser capaz de aumentar a sobrevivéncia e diferen-

ciac3o de células de neurdnios.
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Processo para a preparagdo de composicles
farmaceuticas, caracterizado pelo facto de se incorporar uma
quant idade neurotroficamente activa de um facto neuronotréfico,
guando preparado de acordo com gualguer das reivindicagdes 1
a 16, num excipiente ou numa mistura veicular dilluente farma-

ceuticamente aceitiveis,
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Processo de acordo com a reivindicag8o
17, caracterizado pelo facto de se ad cionar pelo menos um

gangliosido ou peloc menos um fosfolipido.

A reguerente d:sclara gue o0s primeiros
pedidos desta patente foram apresentados na Itidlia em 7 de
Agosto de 1986 e em 23 de Dezembro de 1986, sob os n@s.
48370-2A/86 e 48782-1/86, respectivamente.

Lisboa, 6 de Agosto de 1987
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DES L0
WPROCESSO PARA A PREPARACXO DE UM NOVO FACTOR HZUROHNOTROFICO E
DE COMPOSIGOES FARMACEULLCAS QUE O QONTEM"

A inveng¥o refere-se ao procssSso para a
preparagdo de um novo factor neuronotrdéfico tendo um peso mo-
lecular de cerca de 14 400 dalton e um ponto izoeléctrico de
cerca de 10 compreendendo howogeneizar-se tecido de cérebro
dum mamifero, particularmente tecido ds cérabro bovino, praci-
pitar-se com &cido o howogsneizado assim produzido, dialisar-se
o sobrenadante resultante com membranas de didlise que tem
caracteristicas de corte de peso molecular entre 5 e 10 gui-
lodalton e fraccionar-se cromatograficawente por permeametria
de peso molecular o spbrenadante dialisado assim obtido. As
fracg®es neuronotroficamentes ac.ivas podewm ainda ser purifica-
das por cromatografia com permuta da catiBes com um gradisnte
de tamp3o de acetato de ambénio. O factor neuronotrdfico de
acordo com a presente invengdo 4 Qltil no tratamento de va-

rios estados neuropatoldgicos.
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TEMPO DA CULTURA (DIAS)
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