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A presente inveng8o foi feita com o
apoio do Governo em parte no U.S. National Institute of
Health por meio das bolsas N2s 5ROEY 02186; SROIHL
20197: e HD 08035 concedidas pelo Departamento em San
Francisco, Califérnia. O Governo dos Estados Unidos possui
determinados direitos sobre esta invengdo.

Domfnio da Invenc3o

A presente inveng3o refere-se a um
novo factor de crescimento para células endoteliais vascu-
lares identificado em meio @ndicionado de células folicula-
res de pituitaria de bovino cultivadas e de células de tu-
mor de murino. A invengdo também se refere 80 isolamento,
a purificagfo e a clonagem do factor de crescimento,

Descrig8o do Problema e da Técnica Relaciopada

As referé@ncias numéricas em parentesis
no texto referem-se a publicagdes listadas seguidamente na
Secg8o de Referéncias.

A angliogénese é um fendmeno que se
desenrola em v4rias fases que envolve proliferagsio de
células endoteliais capilares, migragfo e infiltrag¢3o nos
tecidos (1). Este fendmeno desempenha um papel central em
vdrios processos fisiologicos e patolégicos tal como o
desenvolvimento embriondrio, a cicatrizacgfo de feridas, a
aterosclerose e o crescimento de tumores (1.2). vérios
factores que induzem a angiogéneses foram recentemente
isolados e caracterizados. Entre estes est3o as formas
dcidas e bdsicas do factor de crescimento de fibroblastos
(FGF), ambas capazes de estimular o crescimento das célu-
las endoteliais capilares in vitro bem como apresentando
quimiotaxia para este tipo de células. Para além disso
tanto o FGF acidico como o bdsico estimulem a actividade
da colagenase e a produgdo do activador de plasminogéno,
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enquanto bloqueiam a actividade do inivbidor de plasmino-
génio (3,4). Estas enzimas estZo implicadas na interrupgao
da membrana de base capilar, acontecimento que é necessério
para que a angiogénese tenha lugar (1). Outros factores de
crescimento tal como o factor alfa de necrose de tumores
(TNF « ), o factor beta de crescimento de transformag¥o
(TGF 3 ), o factor alfa de crescimento de transformacio
(TGF 2 ) e o factor de crescimento epidérmico (EGF) s3o
também angiogénicos in vivo (5-8). Contudo, com a excepg¢do
dos factores TGF @ e EGF 1 elevados concentragdes (7),
estes factores de crescimento nfo s8&o mitogénicos para
células endoteliais capilares (5,6); a sua ac¢Ho no pro-
cesso angiogénico é por conseguinte provavelmente indirec-
ta, resultando desta actividade a atracg8o de macrofagos por
quimiotaxia (9,10), 0 que por sua vez liberta factores
angiogénico(s) directo(s), um dos quais pode ser FGF bdsico
(11).

Varios factores de crescimento, tais
como FGF 4cido e bédsico PDCF e EGF, s%o amplamente mitogé-
nicos para védrios tipos de células. Esta mitogenicidade
ampla é desejdvel em muitos tipos de aplicagdes de cica-
trizagZo de feridas. Existem contudo tipos especificos de
aplicag8io de citatrizag83o de feridas nas quais seria mais
desejédvel empregar factores de crescimento que tem uma
actividade mitogénica mais especificas em relag8o a deter-
minadas células. Por exemplo, a seguir A circurgia de en-
xerto vascular ou da angioplastia de baldo, seria altamen-
Te desejdvel empregar um agente de cicatrizag®o de feridas
que incorporasse um factor mitogénico que tivesse uma
actividade mitogénica que fosse altamente especifica para
células endoteliais vasculares.

Actualmente, nfo existe qualquer factor
mitogénico adequado para este tipo de aplicacgfo.

No decurso dos nossos estudos sobre a
localizag¢®o de FGF bdsico em vdrios tecidos, observou-se
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Que na gllndula pituitdria as células do folliculo stellate
580 as principais produtoras de bFGF (18). Se bem que se
tenha verificado que o meio condicionado bor aquelas célu-
las e fortemente mitogénico para células endoteliais capila-
res, apenas esta presente uma pequena quantidade de DbFGF
neste meio ou mesmo nenhum, sugerindo deste modo, que para
além de sintetizar LFGF. estas células s3o também capazes de
produzir outro mitigene de células endoteliais., Até agora,
contudo, esta actividade mitogénica n#o foi purificada ou
caracterizada,

Técnica anterior de interesse

As publicagdes seguintes sfo de inte-
resse como antecedentes na especialidade.

1. Folkman, J. (1986) Cancer Res. 46, 467-473,

2. Gospodarowicz, D., et al. (1987) Endocrine Reviews
8, 95_114-

3. Saksela, 0., et al. (1987) J. Cell Biol. 107,
957 - 962,

4, Montesano, R., et al. (1986) Proc. Natl, Acad., Sci.

U.S.A. 83, 7297 - 7301.

5. Frater-Schroeder, M. (1987) Proc. Natl. Acad,
Sci., U.S.A. 84, 5277 - 5281,

6. Sporn, M. B., et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 83, 4167 - 4272

7. Schreiber, A. B, et al. (1986) (Science 232,
1250 - 1253,
8. Gospoderowicz, D., et al. (1979) Expt. Eve Res.

28, 501 - 514.
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Leibovich, S., et al. (1987) Nature 329, 630 -
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Wahl, S, M., et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
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Sci. U.S.A. 8l, 6963, 6967,

Gospodarowicz, D., et al. (1988) Europ. J. Cell,
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62.
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64.

65-

ridas na presente meméria descritiva sZo incorporadas aqui
por referéncia,

entre parentesis (1),

descrevem a cultura de populagdes homogéneas de células
foliculares de pituitdria de bovino ou de células de folli-
culo stellate (CFS) (20) e subsequentemente caracterizadas
como elementos de transporte de i%es, possivelmente impli-
cado na regulacg3o da composig3do em ides e na osmolaridade
do flufdo intersticial nos corddes de células adeno-hipo-
fisdrias (41, 42), Est4 também descrito que as CFS produzem
o factor de crescimento de fibroblasto mitogénico angio-
génico (bLFGF) )1%).

lhante ao gene para o factor de crescimento de fibroblasto
dcido (aFGF) (13), n#Ho codifica para um peptideo de sinal
convencional, necessdrio para o transporte extracelular gde

.

Folkman, J., et al. (1987), Science, 235, 442-447.

Goustin, A, S., et al. (1986) Cancer Res., 46,
1015 - 1029,

Bassett, D. L. (1943) Am. J. Anat., 73, 251-259,

Gospodarowicz, D., et al. U. 5. Patent Ne¢
4,785,079, issued November 15, 1988.

B. Gumbiner, et al. (1981) Proc. Natl. Acad. U.S.A.
78, 318,

S. Blam, et al. (1988) Oncogene 3, 129,

Todas as referéncias e/ou patentes refe

T

Estas referéncias aparecem no texto

Investigag¥es publicadas anteriormente

O gene para bFGF (43), de modo seme-
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proteinas de acordo com os perfis cldssicos de secregHo
(44). Deste modo, o factor de crescimento n8o é segregado
de modo aprecidvel para o meio (15,45) e os tipos de cé-
lulas sensiveis est3o dependentes do bFGF oxtigénio para a
proliferag¢¥o 8ptima na cultura, mesmo quando podem conter
concentragdes intracelulares significativas de mitogene
(46, 47, 48).

Observou-se inicialge nte, contudo,
que o meio condicionado por CFS de pituitdria de bovino €&
mitogénico para células endoteliais capilares derivadas
do cotex adrenal. ¥ interessante notar que estas células

s8o sensiveis tanto a BFGF como a aFGF mas n#o s%o estimulad

das para proliferar por EGF, TGF alfa, TGF beta, PDCF,
insulina ou TNF (2). Estas observagdes conduzem-nos a
considerar a possibilidade que pode ser segregado pelas
CFS em cultura um factor de crescimento das células endo-
teliais distinto do FGF e possivelmente de qualquer outro
factor de crescimento conhecido,

A presente inveng3o descreve a purifi-
cag8o e as caracteristicas biolégicas deste nogo factor de
crescimento. A sua sequéncia e specIfica de 4cidos aminados
terminal, bem como a sua especificidade para células endo-
teliais vasculares, distingue-o de qualquer outro factor
de crescimento descrito anteriormente.

RESUMO DA INVENCXO

De acordo com a presente inveng3o, €&
proporcionado um novo factor de crescimento sob uma forma
isolada, isto &, isento de impurezas que acompanham normal-
mente a molécula nativa quando & produzido in vivo. 0 fac-
tor de crescimento da presente inveng3o serd referido aqui
como "factor de crescimento de células endoteliais derivadas
de folliculo stellate" ("folliculo stellate derived endo-
thelial cel) growth factor" = FSdGF), uma vez que este factg

- 10 -
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32 e el Sedean e

foi originalmente isolado a partir de células de folliculo
stellate de bovino, ou como "factor de crescimento endote~
lial vascular" (VEGF). Subentende-se, contudo, que estas de-
nominagdes tem a intengd8o de abranger a proteina, sem

olhar & sua origem ou modo de produ¢8o. Por exemplo, a
referéncia na presente memdria descritiva a FSAGF na forma
isolada proporciona um meio para isolar as seguéncias de

ADN clonado que codificam para a proteina, de tal modo que
possa ser produzida em quantidades comerciais usando as técni-
cas conhecidas de teconologia de ADN recombinante. Para além
disso, a refer&ncia na presente memdéria descritiva a

FSAGF deve ser entendida como abrangendo as protefnas cor-
respondentes por outras espécies para além da espécies
bovina, por exemplo, protefna humana, mesmo apesar de se
saber que podem ocorrer variagBes minimas na sequéncia de
4cidos aminados de espécies para espécies que n#o afectam
significativamente as actividades Uteis duma protefna.
Utilizando os materiais e brocessos aqui descritos os teci-
dos da especialidade podem obter, por exemplo, a correspon-
dente proteina humana por isolamento e express#o das sequén-
cias de ADN clonado que codificam para a proteina. Também

se consideram incluidos no Ambito do termo "FSAGF" os seus
fragmentos biologicamente activos, bem como as suas versdes
prolongadas na extremidade N-terminal e/ou C~terminal que
retem qualitativamente as actividades bioldégicas de FSAGR
aqui descritas. Se bem que a forma de FSAGF que foi isolada
usando os procedimentos descritos na presente memdria des-
critiva esteja aparentemente glicosilada, &€ conhecida

que a produgdo de protefnas por técnicas recombinantes

em alguns hospedeiros procaridticos como E. coli geralmen-
te n¥o tem como resultado formas glicosiladas da proteina,
mas que as formas n#%o glicosiladas resultantes s%o frequen-
temente de grande utilidade. De acordo com isto, o termo
"FSAGF" abrange as formas glicosiladas e n3o glicosiladas

da molécula, conquanto que estas formas conservam as activi-
dades biolégicas aqui descritas.
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O FSAGF € uma protefna dimérica de apro
ximadamente 43 a 45 kD, de acordo com uma determinagdo por
electroforese enm gel de roliacrilamida SDS sob condigBes
ndo redutoras. Esta proteina parece apresentar uma activi-
dade mitogénica especifica em relagfo as células endoteliais
vasculares, Consequentemente o FSAGF terd utilidade como
un factor de crescimento em vérias aplicag¢Bes de cicatri-
zag8o de feridas nas quais seja desejado pbromover uma re-
-endotelizagdo no sistema vascular. 0 FSAGF serd particular-
mente Util como agente cicatrizante na cirurgia de enxertos
vasculares e na angioplastia de balfZo. 0 FSAGF pode também
ser utilizado como agente mitogénico para células FSAGF
€ a promog¢Ho de cicatrizagZo de feridas vasculares que se
Seégue a um infarte de mioc4rdio.

De acordo com a presente invengZo, o
FSAGF pode ser obtido sob forma isolada a bpartir de meio
de cultura de células condicionado que contepnha o0 FSAGF por
um processo que inclui as fases da brecipitag¢®o por sulfato
de amdnio: cromatografia de afinidades em Sepharose de
heparina; cromatografia de gel de exclus®o; cromatografia
de permuta catidnica e opcionalmente cromatografia lfquida
de alta press3o de fase inversa,

DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1A mostra uma cromatografia
de afinidade de sepharose de heparina (HSAC) do meio condi-
cionado de células de FS de bovino.

A Pigura 1B mostra uma cromstografia
de exclus3o de gel das fracg¢des de HSAC purificadas parcial-
mente em Bio-Gel P-60.

A Figura 1C mostra os resultados croma-
togrédficos em Mono S da fracgao P-60 de BioGel bioactiva,
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A Figura 2A mostra uma HPLC de fase in-
versa das frac¢Bes de Mono S purificadas e bioactivas e uma
comparag&o da capacidade do meio condicionado de células
de FS em varias fases de purificégéo para estimular a
proliferagfo de culturas de células ACE de baixa densidade.

A Figura 2B € uma comparag#@o da capaci-
dade do meio condicionado de células de FS em v4rias fases
de purificag¢so para estimular a proliferag3o de culturas
de células ACE de baixa densidade,

A Figura 3 & o NaDodSO4/PAGE da fracg3o
biocactiva purificada por RP C4 HPLC.

As Figuras 4A, 4B e 4C sZo uma compara-
¢80 entre a capacidade de bFGF derivado de pituitdria de
bovino e o FSAGF para estimular o crescimento de células
HUE (A), células ACE (B) e células BHK-21 (¢).

A Figura 5 é uma comparagdo de capaci-
dade de bFGF e de FSAGF bara estimular a proliferacfo de
células BCE, células granulosas, células do cortex adrenal
e células BALB/MK.

A Figura 6 € um espectro de FECF reduzid

/alquiladovbloqueado por lisina,

A Figura 7 € um trago da digest3o de
tripsina do novo factor de crescimento.

A Figura 8 & um gréfico de cromatogra-
fia 1fquida de alta eficiéncia de fase inversa da activi-
dade mitogénica de células foliculares de bovino.

As Figuras 9A e 9B s#o uma andlise
NadoSO4/PAGE (12,5 de acrilamida) da fracg¢Bo mais activa
do perfil de HPLC mostrado anteriormente.
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A Figura 10 mostra um grdfico de pro-
liferagfo de células endoteliais derivadas do cortex
adrenal de baixa densidade enm fungdo do teampo.

A Figura 11 € uma curva de crescimen-
Yo em fungfo da dose de células endoteliais capilares deri-
vadas do cortex na bresenga de VEGF purificado.

A Figura 12 é um grdfico dos efeitos
de VEGF nos diferentes tipos de células.

A Figura 13A mostra a cromatografia de
afinidade em Sepharose de heparina (HSAC) do meio condiciong-
do por células de FS.

A Figura 13B a cromatografia de
exclusfo de gel de fracgBes de HSAC purificadas parcialmen-~
te em Sepharose G/100.

A Figura 13C mostra os resultados cro-
matogrdficos de Mono S da fracg8o bioactiva P-60 de BioGel.

A Figura 13D mostra a HPLC de fase in-
versa das fracg¢®es purificadas e biocactivas de Mono S e
una comparagfo de capacidade do meio condicionado de célu-
las de FS em v4rios estados de purificag3io para estimular
a proliferag®8o de culturas de células ACE de baixa densi-
dade.

A Figura 14 & a NaDoDSO4/PAGE da frac-
¢80 bioactiva purificada por RP 04 HPLC.

As Figuras 15A, 15B e 15C s%o uma
comparagl8o entre a capacidade de bFGF derivado de murino
e o FSAGF para estimular o crescimento das células HUE (4),
células ACE (B) e células BHK-21 (cC).
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A Pigura 16 é uma comparag8o da capaci-
dade de PFGF e do factor de crescimento de murino para
estimular a proliferagZo de cé&lulas BCE, células granu-
losas, células de cortex adrenal e células BAIB/MK.

As Figuras 13 a 16 referem-se a origenm
de murino (AtT20) para o factor de crescimento.

Descric83o Pormenorizada da Invencso

DefinicBes

As abreviaturas Seguintes tem na presen-
te memdéria descritiva os significados indicados:

aFGF factor de crescimento de fibroblasto acidico

bFGF factor de crescimento de fibroboasto b4dsico

PDGF factor de crescimento derivado de plagquetas

TGF & factor de crescimento de transformagio @

TGF 3 factor de crescimento de transformagéo A

EGF factor de crescimento epidérmico

PDECGF factor de crescimento de células
endoteliais derivadas de plaquetas

PS células do folliculo stellate

FSAGF factor de crescimento derivado de folliculo
stellate

STV fosfato de sédio 0,01 M (pH 7,4), 0,9 % de
NaCl, 0,05 % de tripsina, 0,02 % de EDTA

CS soro de vitela

FCS soro de vitela fetal

PBS salina tamponizada conm fosfato

HSAC cromatografia de afinidade enm Sepharose
de heparina

RP-HPLC cromatografia lfquida de alta pressdo de
fase inversa

FPLC cromatografia liquida de alta pressio
rédpida
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células ACE

células HUE
células BCE
RIA

BSA

BHK21

Na Dod SO4
PAGE

PM

kDa

DMEM

Materiais

células endoteliais capilares derivadas
do cortex adrenal

células endoteliais umbilicais humanas
células endoteliais corneais de bovino
andlise radioimunolégica

albumina de soro de bovino

clone 21 de fibroblasto derivado de rim
de hamster bebé

dodecilsulfato de sédio

electroforese em gel de poliacrilamida
Peso molecular

quilodalton

meio de Eagle modificado de Dublbecco,

Os materiais Bio Gel P-60, conjunto

de andlise de protefnas Bio Rad, conjunto de colorago

de nitrato de prata e padrdes de beso molecular bai

Na Dod SO4/Page da Bio Rad (Richmond, CA). Os produtos

heparina, Sepharose,

Group (Hesperia, CA). O meio de Dulbecco Modified Eagle
(DMEM) foi obtido de Grand Island Biological Co. (Grand

Island, NY).

A soluglo SIV (salina contendo 0,05%

na, fosfato de sédio 0,01 M de PH 7,3 e 0,02 % de EDTA)
foi obtida de Difco Lab (Detroit, MI). 0 soro de vitela
(CS) e soro fetal de vitels (FCS) foram obtidos de

HyClone Sterile Systems, Inc. (Logan, UT).
cultura de tecidos foram obtidas de Falcon Plastics

A gentamicina
e a fangizona

tuitédria e os anticorpos policlonais de coelho neutrali-
zantes dirigidos contra FGF bdsico foram preparados como
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X0 para

concanavalina A Sepharose e a coluna
Mono S HRS/5 foram obtidos de Pharmacia (Pisoataway,
A coluna de fase inversa Vydac C

NJ).
4 foi obtida do Separation

de tripsi-

As placas para
(Oxnard,
CA), excepto para placas de cultura de grande dimensHo (600
cmz) que foram de Applied Scientific (San Francisco, C4a).
foi obtida da Schering Co. (Kenilworth, NJ),
foi obtida de E. R. Squibb and Sons (Princepto
NJ). A leupeptina, a gelatina de transferéncia e a insulina

eram da Sigma (St. Louis, MO). 0 FGF bdsico derivado de pi-

b




descrito previamente (18,19).

Cultura de células

Preparam-se culturas de células de
folliculo stellate (FS) derivado de pituitdria e carac-
terizaram-se como previamente descrito (17,20). Culturas
confluentes, que consistiam em mono-camadas de células en
forma de cipula homogéneas, foram dissociadas por emposi-
¢80 a SIV suplementando com NaZEDTA até uma concentragfo
final de 0,3 % (4 a 5 min, 24°C). As células foram em se-
gulda inoculadas numa proporgdo de divisXo de 1:10 em
placas de cultura de grande dimensfo e foram cultivadas
na presenga de DMEM suplementado com 5% de CS, 5 % de
F5C, 50 ug/ml de gentamicina e 2,5'ug/ml de fungizona
(18). 4o atingir a confluénecia, as culturas foram para
além disso passadas ou expostas a um meio isento de soro
(ver abaixo). As culturas de células endoteliais umbilicais
hamamas (21), as células de cérebro de bovino e endoteliais
capilares derivadas de cortex adrenal (22), as células
granulosas de bovino (23), as células de cortex adrenal
(24), as células endoteliais corneais (25), o clope 21
de células de rim de hamster bébé (BHK-21) e queratino-
citos epidermicos de rato BAIB/MK (27) (uma oferta da
NIH NCI, Bethesda, MD) foram mantidas como anteriormente
descrito (21-27),

Preparacio do meio condicionpado

Células FS de Passagem recente foram
depositadas em placas Nunc de 600 cm2 e cultivadas gaté g
confluéncia durante 4 e 5 dias em DMEM Suplementado com 5%
de CS, 5 % de FCS e anticorpos como descrito acima. Uma
vez obsgservada 3 formag¢Zo de cdpula, as monocamadas foram
lavadas duas vezes com 25 ml de salina tamponizada conm
fosfato antes da adig&o de 150 ml gde por placa de DMEM
suplementado com 50 _ug/ml de gentamicina, 25 _ug/ml de
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fungizona, 10 ug/ml de leupeptina, 5 ug/ml de insulina e
10 pg/ml de transferrina. Depois de 48 ou 72 horas, os
l1{quidos de cultura foram separados e substituidos pela
mesma quantidade de meio fresco isento de soro. Puderanm ser
feitas recolhas durante 1 més ou mais sem deterioracgio
visivel da monocamada.

Processo de isolamento

O meio condicionado recolhido a partir
das camadas confluentes foi centrifugada (10 000 g, 15 min.)
no intuito de remover as células flutuantes e resfduos
de células. 0 pH do sobrenadante foi ent#o ajustado a 5,6
com HCl 6 K. Adicionou-se sulfato de aménio (NH4)2SO4 (520
g/1), e a suspensZ3io foi deixada durante 6 horas a 4%,
Separou-se entf#o o precipitado bor centrifugag®o (10 000
g€y 30 min), redissolveu-se em PBS e armazenou-se a -70°¢,

Para o isolamento final, os precipita-
dos de 3 recolhas (21 litros no total de meio condicionado,
produto inicial) foram descongelados, reunidos e enm seguida
dialisados durante a noite g 4°¢ contra Tris-~HCl 10 mM
a pH 7,3 e NaCl 50 mM., A seguir & didlise o produto insoliy-
vel foi removido por centrifugac¢io (10 000 gy 30 min) e o
sobrenadante foi deitado sobre resina de Speharose de
heparina (20 ml) que tinha sido equilibrado em Tris-HCl 10
mM a pH 7,3 e NaCl 50 mM. Lavou-se a resina a fundo com o
tawpdo de equilibrio até Que a absorvl@ncia voltasse a lipnha
de base, e em seguida eluiu-se por fases com concentra-
¢Bes. crescentes de NaCl (NaCl10,15 M, 0,45 M, 1 Me 3 M),
Removeram-se aliquotas das fracgdes para andlise da proli-
ferag8o de células e reuniram-se as fracg¢Bes com a maior

biocactividade que foranm concentradas até 1 ml com uma cé-
lula de nltrafiltrag3o Amicon (Modelo 12) e quipada com uma
membrana de ultrafiltragfio Diaflo YM 10.
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A amostra concentrada fol carregada
numa coluna Bio Gel P-60 (1l00-200 mesh 1 x 95 cm) equilibra-

da a 4°C em PBS e foi eluida com PBS. A coluna Bio Gel P-60
pode ser substituida por uma de Sephadex G-100 que parece
ser mais eficiente. Foram tomadas aliquotas de cada fracgdo
para anilise de proliferac3o de células e as fracgBes bioacti-
vas foram reunidas e diluidas duas vezes com Hepes 20 mM a
PH 8,3. A amostra foi ent3o aplicada com um Super loop numa
coluna Mono S ligada a um sistema FPLC (Pharmacia, Pisca-
taway, NJ). Realizou-sec a elui¢3o com um gradiente multili-
near de acetonitrilo aquoso de 20 a 45%. Tomaram-se ent3o
aliquotas para a anilise bioldgica e as fracgBes de coluna ;
foram armazenadas congeladas a —70°C. §

Andlise de proliferac3o de cdlulas

A actividade mitogénica das fracgdes de
coluna e das amostras purificadas foi determinada usando como |
células alvo células endotelials capilares derivadas de

cortex adrenal (células ACE) (22). As culturas armazenadas,

mantidas na presenga de DMEM suplementado com CS a 10 % 50
am/ml de gentamicina e 0. 25 pm/ml de fungizona foram transfe-

ridos semanalmente para discos de Cultura de tecido gelati-
nizado numa propor¢3o de divisfo de 1z:10.

Para a anflise mitogénica, as células
foram inoculadas em placas de grupos de 12 alvéolos a uma
densidade de 5 x 10° células por alvéolo em 1 ml de DMEM

suplementado com 10 % de soro de vitela e antibidticos, como
descrito antdriormente (19). Seis horas mais tarde. um conjun-

to de alvéolos em triplicado foi tratado com tripsina e as |
células foram contadas para determinar a eficigncia de inocu- |
lagd3o. Dez aliquotas de microlitro na diluigdo apropriada,

de cada amostra, como indicado nas descrigdes pormenorizadas
da legenda da figura, foram ent3o adicionadas em triplicado
aos alv&olos nas placas nos dias O e 2. Apds 4 dias em cul-
tura, as placas foram tratadas com tripsina e foram determina-

- 19 -




das as densidades das células com um contador Coulter
(Coulter Electronics, Hialeah, FL).

A actividade mitogénica do produto puri fi-
cado final foi também ensaiado nas cédlulas endoteliais umbili-
cais humanas, células granulosas de bovino, células de

cortex adrenal, células endoteliais corneais, células
BHK-21 e queratindcitos epidérmicos de rato BALB/MK. Para
anélise, as células foram inoculadas numa densidade inicial
de 2 ou 4 x 10% células/placa de 35 mm. As andlises foram

conduzidas como descrito para células vasculares de bovino.

Na Dod SO4/PAGE

Fizeram-se reagir amostras com 250 ucCi
de Nalzsl usando o método da cloroamina T de iodinag3o (28).
Depois da precipitag3o por TCA na presenga dum veiculo ge
ovalbumina (100 ug/ml), as amostras marcadas com *2°T (2.5
a 16 x 107 cpm em 10 /ul) foram analisadas por Na Dod 804/PAG#,
(15 % ae poliacrilamida, ref. 29) sob condigdes redutoras
ou ndo redutoras. Depois de electroforese (5 h, 20 mA) os
9éis foram corados com azul de Coomassie a 0,1 % em 4cido
tricloroacético durante 15 min e descorados de um dia para
o outro com &cido acético a 7%. Os géis foram em seguida se-
cos e submetidos a autorradiografia durante 6 a 92 h,

Microssequenciac3o de proteinas

Para a s equenciagdo de protefnas, redis-
soclveram-se aproximadamente 5 39 (=200 pmol) ge proteina das
fracgdes activas da coluna C, em cido trifluoroacdtico e

|
carregaram-se num sequencilador de proteina de fase gasosa g
Applied Biosystems 477a. Realizaram~se 12 ciclos de degrada- J
¢do de Egman utilizando software padrdo e reagentes forneci-~
dos por Applied Biosystems e fizeram-se identificagBes de
&cidos aminados FTH com uma coluna HPLC em linha automatizada
(modelo 120, Applied Biosystems, Foster City, ca).
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Isolamento e Detecc3o do Factor de Crescimento

Os ensaios preliminares indicaram gue o
meio condicionado por células de FS continham quantidades
consideravels de actividade mitogénica para células endote-

liais capilares que n3o podem ser neutralizadas por anticor-

pos policlonais, Para além disso quando aplicado a uma coluna
de afinidade HS em NaCl 0,6 M, a maior parte da actividade n3o
era retida. Em contraste, tanto o aFGF como o bFGF s3o retido#
sob condig8es semelhantes e eluidos a partir de HS a concen-
tragSes de NaCl de 1,1 M e 1,6 M, respectivamente (18,30,31).{
Uma vez que se sabe que as células de pituitdria em cultura
produzem vérios factores de crescimento (32), existia a

possibilidade de que factores tais como TGFx, EGF e/ou TGFB

pudessem também estar prescntes no meio condicionado de cé-
lulas de FS. Usaram-se por conseguinte células ACE, que n8o

respondem a TGFa, EGF, ou FPDFG (22) e para as quais o TGFB &

|
7
inibidor do crescimento (33, 34), para seguir a purificag3o f

do novo factor de crescimento.

A precipitag3o com (NH4)ZSO4 constituiu
uma via conveniente de redugdo de volume do meio condicionado
recolhida das células de FS para um nivel adequado para a

cromatografia subsequente. A anilise por HSAC, que foi usada
para a purificag3o de outros factores de crescimento |
(32, 33), proporcionou uma fase de purificagBo eficiente. O ;
produto que n3o fic;ou retido pela coltna era inactivo e
correspondia a 50 % do total Ja proteina carregada (Fig. lA).f
E provivel que os componentes de transferrina e insulina do 5
melo celular estivessem presentes na fracgdo n3o retida e J
contribuissem para a porgdo maioritiria das proteinas. A }
eluic8o com NaCl 0,15 M deu origem a um pequeno pico de pro- |
telna nao biocactiva, enguanto a eluic¢do com 0,45 M deu orige&
ao maior pico de protefna com 10 % de bioactividade aplicada ;
3 coluna. Epsaios preliminares mostraram que a maior parte |
da bioactividade podia ser eluida da coluna HS com NaCl 0, 6
M mas que a actividade era eluida sob a forma de um pico
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alargado. Por conseguinte, para concentrar o pico de protei-

na realizou-se a eluic%o com NaCl 1 M. Esta fase deu um pico

de proteina relativamente estreito no qual foi recuperada
%0 % da biocactividade aplicada na coluna (figura 1A). Glo-
balmente, a cromatografia por HS deu como resultado uma
purificag3o de 30 vezes, estimada pela proteina recuperada.
Uma vez que a actividade ge intensidade de crescimento

no produto inicial era varidvel, possivelmente devido &
presenga do inibidor. o rendimento nesta fase n3o poude ser

determinado com rigor (ver Quadro I).
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a) A actividade de intensificag3o de crescimento no

;(NH4)2SO4 era varidvel, talvez devido & presenga do

inibidor de crescimento. A estimulagdo méxima na |
saturagdo foi também muito mais baixa do que a obser-
vagdo para outras fracgdes purificadas parcialmente
(ver figu. 6). por conseguinte o rendimento foi
baseado na actividade total presente na primeira

fracg8o purificada parcialmente. (HSAC, NaCl 1 M).

b) A purificag¥o na fase HSAC foi estimada em 30 vezes |

com base na quantidade de proteina recuperada.

c) A proteina foi estimada usando o reagente de Bradfordﬁ

i

de Bio Rad com BSA como um padrdo

a) A proteina foi estimada por andlise de AA

1
e) A EDg,y foi determinada como a concentragdo de protei-
Na que deu uma estimulac3o de 50 % de proliferagio

de células na anilise ge células ACE. Corresponde a
uma unidade de actividade.

A cromatografia por Sepharose foi se-
guida por cromatografia de exclus3o em gel usando Bio Gel
P-60 (Fig. 1B). A biocactividade foi eluida como um pico maio-
ritdrio com nm PM aparente de 40 a 45 kDa. Esta fase teve |
como resultado uma purificagdo adicional de dex vezes com |
uma recuperagdo de 100 % (Quadro 1).

As fracgSes bioactivas dga coluna Bio ‘
Gel P-60 foram reunidas e aplicadas a uma coluna mono S
(Fig. 1C). 0 perfil biocactivo das fracgSes eluidas consis- :
tiam em dois picos minoritariamente de eluigdo de biocactivi- |



que quer o pico de NaCl 0,23 M quer o de 0,28 M., A fase

de Mono S deu um aumento adicional de trés vezes enm activi-
dade bioldgica especifica depois da fase de Bio Gel P-60;

a recuperagdo foi de cerca de 50 % (Quadro 1). Os dois ou-
tros picos bioactivos Somavam o remanescente da biocactivi-
dade.

A purificag®o final da actividade mitogd-
nica das células endoteliais foi conseguida por RP-HPLC
com uma coluna de Vydac C4 (Pigura 2A), um processo pre-
parativo adequado para andlise de sequéncia de 4cidos
aminados. Apesar das perdas na actividade que foram encon-
tradkes, presiumivelmente devido &s condigdes 4cidas e ao
solvente usado, estas n3o foram suficientémente graves
para evitar a detecg¢fio das fracgBes biocactivas. Toda a bio-
actividade detectada estava presente em dois picos de
proteina agugados apostos muito juntos qQue, quando analisa-
dos por Na, Dod SO4/Page deram a mesma banda simples no
gel corado por prata (Figura 3). A fase de RP-HPLC--C4 deu
como resultado pelo menos num aumento de sete vezes numa ac-
tividade bioldgica especi{fica com uma recuperag8o de 50 %
(Quadro 1). A Figura 2B ilustra a poténcia relativa das
vérias fracg¢Bes em diferentes fases de purificagio.

Quando as fracgdes bioactivas de Mono
S de NaCl 0,23 M e 0,28 M reunidas foran cromatografadas
sob condi¢Bes similares na coluna C,, obteve-se uam perfil
bioldgico identico ao observado para as fracgBes de Mono S
de 0,33 M reunidas. A porg8o maioritaria (90%) da biocactivi-
dade coincidia com dois picos apostos muito préximos de
protefnas que foram eluidas na mesma posigdo das observa-
das por Na, Dod SO4/Page estes picos deram, sob condigles
redutoras, uma banda comum em 23 kDa, migrando numa posigdo

identica & observada na Figura 3.

Caracterizac3o Ffsica e Bioldgica do Factor de Crescimento
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0 factor purifiasado quando analisado
sob condig¢des nFo redutoras apresentou um peso molecular
estimado de 46 kDa (Figura 3). Este valor estd de accrdo
com a sua posigdo de eluigio na andlise de dimens8o na co-
luna de Bio Gel P-60 em solvente que normzlmente permitem
manter a conformagfo nativa. Quando analisado sob condigBdes
redutoras a massa molecular aparenta foi de 23 kDa (Pig.
3). A partir destes dados parece que o mitogene € consti-
tuido por duas cadeias peptidicas com massa molecular de
23 kDa., Dado que se obtem uma sequéncia N-terminal simples
a molécula dimérica é provaveluente composta por duas ca-
deias homdlogas identicas ou pelo menos cadeias muito
homélogas.

0 facto de aparentemente a banda de 46
kDa n¥o ser distinta podia ser interpretado como indicando
a presenga de uma glicoprotefna. No sentido de explorar
este ponto as fracg¢®es biocactivas de HSAC foram aplicadas
numa coluna de Sepharose  de concanavalina eam Tris 10 mM
de pH 7.3, NaCl 0,05 M e MgCl, 5 mM. Toda a actividade
bioldégica foi retida pela coluna. A eluigfo com concen-
tragdo salina elevada (NaCl 0,5 M) nZo eluir qualquer
quantidade de bioactividade significativa, enquanto a elui-
¢8o com metilamindsido 10 mM deu como resultado uma recu-
peragdo de 25 % da actividade aplicada na coluna. A eluic¢Ho
com metilmandsido 0,2 M nZo teve como resultado uma maior
recuperag8o de bioactividade. Estes resultados sugerem que
o factor é uma glicoprotefna com forte afinidade para a conf
cavalina A, Contudo, a fraca recuperag&o bioldgica do fac-
tor a partir deste tipo de resina de cromatografia de afini+
dade torna a concavalina A inadequada como fase de puri-
ficac¢Ho.

As curvas de relacionamento da respos-—
ta em relagZo & dose para o factor de crescimento descrito
nas figuras 2B e 4 ilustram que mesmo uma quantidade t#o
pequena como cerca de 25 pg/ml estimula a proliferacgdo
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das células ACE. A satd}égao foi observada a cerca de 500
pg/ml com uma EDSO de 65 pg/ml (Fig. 4B). Esses valores
podem ser comparados favoravelmente com a gama de concen-
tragBes em que o bFGF promove a proliferag®o de células

ACE (efeito mInimo a 10 pg/ml, saturagdo 200 mg/ml e

EDgy @ 50 pg/ml. ref. 22 e fig. 4B). Contudo, adensidade
final da cultura cultivada na bresenga do factor de cresci-
mento derivado de FS era metade a das culturas expostas

&s concentragdes de bHFGF éptimas. Apesar d isso, se se consi-
dera que o PM do factor de crescimento derivado das células
de FS € 2,5 vezes o do bFGF, este novo factor tem essencial-~
mente a mesma potencia que o bHFGF numa base molar. Para além
da sua capacidade para estimular a proliferag®o de celulas
ACE o factor de crescimento derivado de FS estimulou o cres-
cimento de células endoteliais capilares derivadas de cé-
rebro de bovino bem como as de células de HUE (Fig. 4).
Estes resultados indicam que o efeito mitogénico do factor
nao é limitado pelas variag8es de espécie nem pela origem
das células endoteliais vasculares. Contudo, e em contraste
com o bFGF, o factor n%o ¢ mitogénico para células BHK-21
(Fig. 4C) nem &€ mitogénico para célnlas do cortex adrenal,
células endoteliais corneais, células granulosas ou células
BAIB/MK (Fig, 5). Por conseguinte, e em contraste com o

FGF, este factor parace ter uma grande especificidade para
células endoteliais vasculares.

Descric8o Pormenorizada das Figuras 1 a 7

Figu, 1 PurificagBo de FSAGF por HSAC, cromatografia de
exclus8o de gel e cromatografia de permuta idnica

em Mono S

Fig. 1A. Aproximadamente 350 ml das fracgBes de precipita-
do com (NH4)ZSO4 derivadas de 21 litros de meio
condicionado por células de FS e dialisadas contra
a Tris HC1 10 mM de pH 7,3 e NaCl 50 mM foram fei-
tos passar numa coluna de Sepharose de heparina
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Fig. 1B

(1,5 em x 12 cm, 25 ml de volume de leito) a um
caudal de 150 ml/h. A coluna foi em seguida lavada
com 150 ml de tamp3o de equilibrio (Tris-HCl 20 mM
PH 7,3, NaCl 50 mM), e as protefnas retidas (50%

do total de protefna aplicada & coluna) foram elui-
das com uma aplicag3o por fases de concentragdes
crescentes de NaCl (NaCl 0,15 M, 0,45 M, 1 M e 3M).
A dimensZo da fracg3o foi de 2 ml e o caudal foi

de 60 ml/h. A cromatografia foi realizada a 4°C e
monitorizada a absorvincia a 280 nm. 0 histograma
e os circulos a vazio mostram a capacidade relativa
dos diferentes conjuntos de fracg¥es individuais
bPara estimular a proliferagso de baixa géensidade de
culturas de células ACE (5 x 107 células/placa

de 35 mm). No caso das fracgBes reunidas (eluir,
lavar e NaCl 0,15 M), diluiu-se as aliquotas deg
vezes em gelatina a 0,2% em PBS e submeteram-se
aliquotas de 10 ul a bioandlise. No caso de frac-
¢8es individuais de NaCl 0,45 M e 1 M, as aliquotas
foram diluidas uma centena de vezes enm gelatina a
0,2% em PBS e submeteram-se aliquotas de 10 ul a
bioandlise. A maior parte da actividade bioldgica esd
tava presente no elufdo de NaCl 1 M,

Depois de concentrar as fracgBes bioactivas 126 a
133 de HSAC de NaCl 1 M até 1 ml num concentrador
Amicon YM10, aplicou-se o retentado da ultrafiltra-
¢80 numa coluna de Bio Gel P-§0 (100 a 200 malhas,

1 x 95 cm) equilibrada e carregada a 4°C en PBS.

O caudal para o desenvolvimento da coluna foi de

6 ml/h e recolheram-se fracgBes de 1,45 ml. A absor-
vancia foi monitorizada a 280 nm. As posig8esde
eluig¢¥o de marcadores de massa molecular (em kDa)
encontram~se indicadas com setas. Diluiram-se 1

para 100 aliguotas de cada fracg%o da coluna em de
gelatina a 0,2 % em PBS e Submeteram-se a bioan4lise
em células ACE aliquotas de 10 Lul em placas de 12
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Pig. 1cC.

Fig.2

Fig.2aA,

alvéolos, como descrito en Materiais e Métodos. A
maior parte da biocactividade foi elufda sob a forma
de um dnico pico com um PM de 40 a 45 kDa.

As fracgBes bioactivas 26 e 29 eluldas a partir

da coluna de Bio Gel P-60 foram reunidas e dilui-
das trés vezes com HEPES 20 mM de pH 8.3. Usando
um "Super loop" de 50 ml, a amostra foi em seguida
aplicada numa coluna Mono S HR 5/5 equilibrada em H
HEPES 20 mM de PH 8,3. A coluna foi enm seguida
elufda com uma gradiente de NaCl (0 M até 1 M) como
se segue: NaCl 0 M durante 5 min, NaCl O M atéd

0,45 M em 45 min, NaCl 0,45 até 1 M em 25 min.

NaCl 1 M durante 45 min. A absorvélncia foi monito-
rizada a 280 nm. O caudal foi de 1 ml por minwve
recolheram-se fracgdes de 1 ml. Diluiram-se 1 para
100 alguotas de cada fracg®o em gelatina a 0,2%

em PBS e submeteram-se gz biocandlise em células

ACE aliquotas de 10 u em placas de 12 alvéolos
como descrito na secgl8o de Materiais e Métodos. 0Os
histogramas mostram a distribui¢Zo da actividade
bioldégica com a maior rarte da actividade bioldgica
sendo eluida nas fracg¢des de 37 a 40 (NaCl 0,33 M),
As fracg¢®es indicadas por esteriscos foram reunidas
e examinadas adicionalmente por RP-HPLC usando

uma coluna 04.

HPLC de fase inversa das frac¢3es purificadas e
biocactivas de Mono S e comparagdo da capacidade do
meio condicionado por células em vdrias fases de
purificag3o para estimular a proliferagfo de cultu-
ras de células ACE de baixa densidade,

As fracgBes activas de Mono S (fracgfio 38 atd 40;
Fig. 3) foram carregadas numa coluna Vydac C4 (25 x
0,46 cm, dimensZo das particulas 5 um, dimensZo
dos poros 300 A) equilibrada enm TPA a 0.1 % (v/v),
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Fig.2B.

Fig. 3

acetonitrilo a 20%. As setas mostram os tempos de
injecg8o. A protefna foi eluida com um gradiente
linear de 115 min de acetonitrilo de 20 a 45% en
TFA a 0,1 % com um caudal de 0,6 ml/min, a tempera-
tura ambiente.

Recolheram-se fracgBes de 1,5 ml excepto na regifo
onde se esperava eluir a bioactividade; nesta
regifio os volumes da fracgHo foram limitados manual-
mente & dimensZo das fracgdes de pico individuais.
Diluiram-se 1 para 10 aliquotas de cada fracgfo

com gelatina a 0,2 % em PBS e swbmeteram-se a
bloandlise como descrito em Materiais e Métodos.

0 histograma mostra a distribuig®Bo da actividade
bioldgica. As fracgBes de pico (fracgdes 25 e 26)
indicadas pelos asteriscos foram usadas individual-
mente para estudos estruturais e posterior andlise
da sua actividade bioldégica.

Culturas de células ACE de baixa densidade (5 x 10°
células/alvéolo) foram inoculadas e a sua proli-
feragZo foi medida como descrito em Materiais e Mé-
todos. As amostras ensaiadas eram precipitadas de
(NH4)2 S0, L\ 7 conjunto das fracgdes de

NaCl 1 M de HSAC /~ A _7 ; conjunto das fracgdes
bloactivas de Bio Gel P-60 /~ 0 _7; conjunto das
fracgdes bioactivas de Mono S /“M_7; fraccao
bloactiva de C, /~ © _7. Os pontos individuais

s8io a media de determinacdes em triplicado e os
desvios padrZo foram inferiores a 10 % da média, As
culturas de controlo expostas a DMEM suplementado
com CS a 10 % tinham uma densidade fipnal de células
de 1,5 X 10* células/alvéolo.

NaDodSO4/PAGE das fracg¢gles bioactivas purificadas
por RM-HPLC C4.
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Fig.4

Fig 04‘4.4

As fracgBes em cada um dos trés Picos de actividade
da fase de cromatografia de permuta idnica de Mono
S (eluindo a NaCl 0,23 M, 0,28 M e 0,33 M, respec-
tivamente; ver Fig. 1C) foram reunidas e cada con-
Junto foi posteriormente purificado por RP-HPLC C4,
como descrito na Fig. 2A., Em cada caso, os dois pi-
cos de actividade elufdos a partir da coluna 04
(ver Fig. 2A) foram recolhidos e reunidos. Amostras
do material recolhido de cada uma das trés elui-

¢8es da coluna C4 foram seguida submetidas a electro

forese num gel de poliacrilamida a 15% sob condi-
¢Oes redutoras (pistas 3 a 5) ou ndo-redutoras
(pistas 6 a 8). 0 gel foi em seguida corado utili-
zando o conjunto de colorag®o de BioRad de nitrato
de prata. As amostras eram: pistas 3 e 6, conjunto
de 0,23 M; pistas 4 e 7, conjunto de 0,28 M;
pistas 5 e 8, conjunto de 0,33 M. Os marcadores de
peso molecular depositados nas pistas 1, 2 e 9
eram: albumina de soro de bovino (PM 66 000), oval-
bumina (PM 42 700), anidrase carbdnica (PM 31 000)
e lisozima (PM 14 500).

Comparag¢Zo do BFGF derivado de pituitéria com o
FSAGF no que se refere 2 capacidade para estimular
0 crescimento de células HUE (A), células ACE (B)
e células BHK-21 (cC).

As culturas de densidade baixa de células de HUE

(5 x 10° células por alvéolo gelatinizado de 1 cm
de difdmetro) foram expostas a meio tamp&o 199
HEPES (25 mM) suplementado com 100 Mg.ml de hepa-
rina, selénio 10™° M, FCS a 20 % e concentracgBes
crescentes de bFGF (0) ou de derivado de pituitéria
ou FSAGF (®). Adicionou-se heparina apenas uma vez
na altura da inoculagfo enquanto se adicionaram

os factores BFGF e FSAGF dia sim dia ndo. Depois

de seis dias enm cultura, trataram-se com tripsina
os alvéolos em triplicado e contaram-se as células,
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Fig.4B

Fig.4cC,

Fig.5

A densidade final das culturas expostas a FCS a 20%
isoladamente foi 1,5 x lO4 células por alvéolo. O
desvio padrZo foi inferior a 10 % da média,

As culturas de baixa densidade de células ACE

(5 x 107 células por alvéolode 1 cm de difmetro)

foram expostas a DMEM suplementado com CS 10 % e a
concentragles crescentes quer de bFGF derivado

de pituitdria (0) quer de FPS4GF (®) adicionado

em dias alternados. Depois de 5 dias em cultura,
trataram-se com tripsina os alvéolos em triplicado
e contaram-se as células. A densidade final das
culturas expostas a CS a 10 % isoladamente foi 1,3

b'e lO4 células por alvéolo. 0 desvio padrdo foi in-
ferior a 10 % da média.

Expuseram-se culturas de baixa densidade de célu-
las BHK-21 (2 x lO4 células por placa de cultura
gelatiniéadas de 35 mm) foram expostas a 2 ml de
DMEM-F12 (1 para 1 v/v) suplementado com Pungizona
2,5 wmg/ul, gentamicina 50 ug/ul, transferrina 10
/ug/ml, insulina 5 ug/ml e concentragles crescentes
quer de bFGF derivado de pituitédria (0) ou FSAGF
(®). A insulina e a transferrina foram adicionadas
apenas uma vez. bFGF e FSAGT foram adicionados cada
um dos outros dias., Depois de 4 dias em placas de
cultura triplicadas foram tratadas com tripsina e as
células contadas. A densidade da cultura final ex-
posta a transferrina e a insulina isoladamente foi
1,38 x 104 células/placa. O desvio padrZo foi infe-
rior a 10 % da média.

Comparago de bPGF com FSAGF no que se refere 3
capacidade para estimular a proliferag®o de células
BCE, células granulosas. células do cortex adrenal
e células BALB/MX.
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Inocularam-se 2 x 10% células de BCE, células
granulasas ou células do cortex adrenal em placas
de 35 mu nos respectivos meios (DMEM) suplementado
com CS a 10% para células BCE e do cortex granulosas),
Inocularam-se células BALB/MK a uma densidade de 3 x
lO4 células por placa de 35 mm em meio Bagle modi-
ficado de baixa concentragdo de Ca (40) suplementado
com FCSa 10%, Adicionaram-se bFGF derivado de pitui-
tdria (bFPGF, 2 ng/ml) ou FSAGF (5 ng/ml) em dias
alternados. As células BAIB/MK foram também expostas|a
aFGF (10 ng/ml) uma vez que este mitogene é tHo
potente como FGF na promog8o do seu crescimento.
Depois de 6 dias enm culturas, as células foram tratadas
com tripsina e contadas num contador Coulter. 0 desvio pa-
dr8o foi inferior a 10% da média.

A MicrossequénciacZo Revela uma dnica Sequéncia N-Termi nal

de £cidos Aminados

Identificou-se um 4cido aminado sim-
ples em cada um dos primeiros 12 ciclos, consistente com
uma protefna homogénea. O rendimento do resfduo amino-
~terminal foi de 150 picomoles. As atribui¢Bes nfo am-
biguas feitas para os ciclos 1 g 12 foram como se segue:
Ala-Pro—Met-Ala-Glu—Gly-Gly-Gln-Lys—Pro-His—Glu. Uma pes-
quisa na base de dados NBRF usando a programa FASTP de Lip-
man e Pearson (35) nZ%o mostrou qua lgrer homologia significa-~
tiva entre esta sequéncia e qualguer protefna conhecida.

Andlise de Sequéncia de Peptideos Tripticos

Reduziram-se 12 ,ug de FSAGF em 200 Ml duma solugZo
que continha cloridrato de guanidina 6 M, Tris base 0,5 M de
PH=8, EDTA 1 aM e ditiotreitol 10 uM durante 1 hora a 37°C.
A proteina reduzida foi alquilada por adigZ3o de idodocetami-
da sélida para dar unma concentragdo final de 25 mM e g
reacgdo foi deixada prosseguir durante 30 minutos X tempera-
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tura ambiente. A seguir 3 reacc3o de alguilag3o as lisinas
foram modificadas com anidrido succinico. Adicionaram-se
quatro aligquotas de 5 pl cada de anidrido succinico a 100
mg/ml em acetonitrilo preparado recentmmente a intervalos de
5 minutos. Depois da adig3o final a proteina foi desalani-
zada por HPLC de fase inversa usando um aparelho de HPLC

Hewlett-Packard 1090L equipado com um diodo detector de
ordem e uma coluna Brownlee Labs C4 (BU 300) de 0,46 x 3 cm.
O solvente A era TFA a O,1 % em agua, o solvente B era TFA
a 0,1 % em acetonitrilo. O gradiente foi de 20 a 60 % de

B durante 30 minutos a um caudal de 0,5 ml/min. O perfil de
eluigdo fol monitorizado a 214 nm e o pico da proteina sim-
ples foil recolhido manualmente. O cromatograma é apresentado
na Figura 6. Depois de secagem num Speed-Vac (Savant) a
proteina foi redissolvida em 200 ul de bicarbonato de aménio
100 mM. Adicionaram-se C,4 mg de TPCK tratado com tripsina e |
a amostra foi incubada por uma 2 horas adicionais a 37%.
Adicionou-se uma quantidade adicional de 0,4 Mg de trip-
sina depois de 2 horas e a amostra foi incubada durante mais
horas a 37°C. Os peptideos foram Separados por um processo
de HPIC identico e usando os mesmos solventes conforme des-
1g (218TP5215) eluida

a 0,25 ml/min. O programa de HPLC fluiu inicialmente durante
5 minutos a B 10 % e depois eluiu-se cop um gmaliente de B

de 10 a 70% durante 65 minutos. A eluig3o de peptideos foi

crito acima. A coluna era uma Vydac C

monitorizada a 214 nm e os picos foram recolhidos manual-
mente. O cromatograma é aprescntado na Figura 7. Para os
picos da andlise de sequéncia de &cidos aminados 7, 15, 1se,
24 e 25 foramdepositados e secos directamente nos discos
de fibra de vidro usados como suporte no sequenciador de
proteina. N%o se obtiveram Juaisquer sequéncias para os pep- |
tideos 15 e 16. O peptido 7 deu uma sequgncia mista com a J
sequéncia maior H—Ile-X~Pro—his—Gln-Ser-Gln-His-Ile—Gly—
-Glu-Met-Ser-Ile-Leu-Gln-His-Asn-e a sequéncia menor
H-X-Val-Leu-Agp/Phe-Val-Val-X-X-Pro-. O peptideo 24 deu uma
sequéncia Gnica H-Ser-Phe-Cys-Arg-Pro-Ile-Glu-Thr-leu—Val-
Asp-Ile-Phe-Gln-Glu-Tyr-Fro-Agp-Glu-Ile. O peptideo 15 deu
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uma sequéncis Gnica H-Ser-Phe-Cys—Arg—Pro—Ile-Glu—Thr-Leu—
-Val-Asp-Ile-Phe-Gln-Glu-Tyr-Fro-Asp/Ile-Glu. A Ser 1 dos
peptideos 24 e 25 corresponde a Ser 23 da sequéncia de amino-

-terminal apresentada acima de modo que estas sequéncias po-
dem ser fundidas para dar a sequéncia dos primeiros 42 &ci-

dos aminados da proteina.

As atribuigGes n3o ambiguas feitas para os
ciclos 1 a 12 foram as seguintes: 1Ala—-Pro-Met—Ala-Glu—Gly—

~Gln-Lys-Pro-His-Glu. Uma pesquisa na base de dados NBRF

usando o programa FASTP de Lipman e Pearson (35) n3o encontrou
qualquer homologia significativa entre esta sequéncia e
qualquer proteina conhecida.

Composicdes e UtilizacBes

O FSAGF proporcionado pela presente inven-
¢30 é util como agente de cicatrizag3o de feridas, particular
mente em aplicag®es em que é desejdvel reendotelizar tecidos
vasculares, ou em que o crescimento de um novo leito capilar
(angiogénese) é importante.

O FSAGF pode, para aldm disso, ser utiliza-
do no tratamento de feridas pouco profundas tal como feridas
dérmicas, incluindo as categorias de chagas de pressdo,
Glceras de estase venosa e Glceras diabéticas. Para além
disso, o FSAGF pode ser usado no tratamento de queimaduras
pouco profundos e de feridas no local para o enxerto de pele.
Neste caso, o FSAGF é aplicado quer directamente no local
ou é usado para embeber a pele que vai ser transplantada
antes do enxerto. Dum modo semelhante, o FSAGF pode ser usado
na circurgia pléstica quando é necessiria a reconstrugdo que
S€ Segue a uma queimadura ou para efeitos estdticos.

A angiogénese & também importante na manu-
teng3o de feridas limpas e desenfectadas. O FSAGF pode. por

conseguinte, ser usado na cirurgia geral e no seguimento do
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tratamento de cortes e de laceragdes. £ particularmente

Gtil no tratamento de feridas abdominais em gue a passagem de

material fecal aumenta o risco de infecgd30. A neovasculariza-

¢3¥0 é também a chave para a reparagdo de facturas uma vez que |

os vasos sanguineos se desenvolvem no local da danificagao
do osso. A administrag3o do FSAGF no local da fractura & por

conseguinte uma outra possibilidade de utilizag3do.

Nos casos em que o FSAGF é usado para ci-
cratizag3o de feridas como tépico, como descrito acima, pode
ser administrado por qualquer das vias descritas abaixo para
a reendotelizag3d3o do tecido vascular ou preferivelmente por
meios tdpicos. Nestes casos, seri administrado sob a forma
de solugdo gel, cremes, unguento ou sob a forma de um pd
seco directamente no local da ferida. Podem também ser usados
dispositivos de libertagdo lenta que dirigem o FSAGF para o
local da ferida. Nas aplicagBes tdpicas, o FSAGF deve ser

aplicado em concentragdes na gama de 50 a 1 000 ng/ml,
quer numa Gnica aplicagdo ou em regime de doses que s3o dia-
riamente ou de tantos em tantos dias por um periodo de uma
até varias semanas.

O FSAGF pode ser usado como agente de cica-
trizagdo de feridas pés~operat6rio em angioplastia de bal3o,
um processo no qual as células endoteliais vasculares s3o
removidas junto com as placas ateroscleréticas. O FSAGE
pode ser aplicado a superficies endoteliais vasculares por
aplicag3o intravenosa sistémica ou local quer sob a forma de
uma injecg¥o intravenosa ou sob a forma de perfusdes. Se
desejado, o FSAGF pode ser administrado durante periodos lpn-
gos usando uma bomba micrométrica. As composi¢gdes adequadas
para administragdo intrevenosa contém o FSAGF numa quantdade
eficaz para promover o crescimento das células endoteliais e
uma substdncia veicular parenteral. O FSAGF pode estar
presente na composi¢3o numa larga gama de concentragdes, por
exemplo, de cerca de 50 ug/ml até cerca de 1 000 Ag/ml
utilizando injecgdes de 3 a 10 ml por paciente. Qualquer dos
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veiculos parenterais conhecidos pode ser usado, tal como sa-
lina normal ou dextrose de 5 a 10 %.

O FSAGF pode também ser usado para promo-
ver a endoteliazigdo em cirurgia de enxerto vascular. No caso
de enxertos vasculares usando vasos transplantados de material
sintético. por exemplo, o FSAGF pode ser aplicado a superficid
es de enxerto e/ou nas jungdes do enxerto e a vasculatura que
existe no sentido de promover o crescimento de células endote-
liais vasculares. Para estas aplicagdes, o FSAGF pode ser
aplicado por via intravenosa como descrito acima para a angio-
plastia de bal3o ou pode ser aplicado directamente ds super-
ficies de enxerto e/ou 3 vasculatura existente quer antes
quer durante a cirurgia. Em tais casos, pode prtender-se apli+
car o FSAGF numa substancia veicular viscosa de modo que se
obtenha uma ades3o & superficie afectada. Substéncias adequa-
das incluem, por exemplo, carbopol de 1 a 5%. O FSAGF pode
estar presente no veiculo numa larga gama de concentragdes,
por exemplo, de cerca de 50 ug/mg até cerca de 1 000 Jng/mg.

O FSAGF pode também ser empregue para
" reparar danificagdes @ segnir a enfarte de miocirdio. O
FS3GF é administrado por via intravenosa para este efeito,
quer em injecgSes individuais quer por bombas micrométricas

durante um periodo de tempo como descrito acima.

O FSAGF pode também ser utilizado como um
factor de crescimento para as culturas in vitro d e células

endoteliais. Para tais usos, o FSAGF pode ser adicionado ao
meio da cultura das células a uma concentragdo desde cerca

de 10 ng/ml até cerca de 10 ag/ml.

A sequéncia de 4cidos aminados do FSAGF
pode ser usada para projectar sondas oligonucleotidiaas
sintéticas para a recuperagdo do gene do FSAGF. Estas sondas
s3o de uma sequéncia mista baseada em todas as possibilidades

das escolha do cédigo genético ou de sequincia simples basea-
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da nas preferencias da escolha de cod3es e outros factores.
Nos primeiros exemplos, as sondas baseadas na sequéncia

de &cidos aminados do FSAGF de bovino ser3o usadas para efec-
tuar buscas em bancos de ADNc de bovino feitas a partir de
células de folliculo stellate ou em bancos gendmicos de bo-
vino. Os clones de ADN de bovino que codificam para o FSAGF as
sim isolado ser3o sequenciados para determinar a codificag3o
completa e assim a sequéncia de 4cidos aminados do FSAGF de bor

T

vino. Os clones de FSAGF de bovino serdo em seguida usados
Como sondas para isolar sequéncias de FSAGF humanas a partir
de bancos de ADNc obtidos a partir de tdcidos que mostram
exprimir este factor, ou de bancos gendémicos humanos. Deste
modo. & possivel estabelecer o nucledtido completo bem como
a sequéncia de 4cidos aminados de FSAGF.

Discuss3o

Esta é a primeira identificac3o, puri fi-
cagdo e identificagdo bioldgica dum novo factor de crescimen-
to de células endoteliais de ligag3o a heparina (VEGF) a
partir de meio de cultura condicionado por FC de pituitaria.
Nos exemlos que se seguem s3o fornecidos pormenores adicionais.

Resultados

Verificou-se que o meio condicionado por
FC estimula a velocidade de proliferag3o das células endoteli-
als microvasculares de baixa densidade. O Quadro 2 resume
as fases para a purificag¥o da actividade de promogdo de cres-
cimento e o correspondente rendimento em bioactividade. A
actividade mitogénica foi precipitada por sulfato de amd-
nio a 50 % e resuspendida num volume adequado para subsequen—‘

te purificagdo. A fase H-S d4-nos uma via eficiente de con-
centrar posteriormente tal actividagde e também proporciona
uma purificagdo de dez vezes, Appoximadamente 90% da acti vi-
dade bioldgica foil eluda na presenga de NaCl 0.9 M (Fig.
8). A bioactividade n%o foi afectada ao aquecer as fracgdes a
65°C durante 5 min e diminui 25 a 30% em seguida & exposicdo

a TFA a 0,1% (pH 2) durante duas horas.
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A fracgao de HS mais bioactiva foi aplil
cada a uma coluna seml-preparativa de HPLC 04 de fase inver-
sa, método adequado para a purificac8o rdpida de protelnas
e peptideos. A bioactividade foi elufda sob a forma de um
pico simples na presenga de acetonitrilo a cerca de 29 %
(Fig. 9A). Um gel de SDS/PAGE (56) corado de prata nas
fracgBes mais bioactivas revelou a bresenga de trés ou gua-
tro bandas. Estas fracgdes foram ainda purificadas por uma
segunda fase de HPLC de fase inversa, usando uma coluna
analftica C4 que foi eluida com um gradiente de 2-propa-
nol, em vez de acetonitrilo. Foi obtido um pico dnico de
bioactividade correspondendo a uam pico distinto no perfil
de absorgfo. (Fig. 9B).

As fracgBes de pico da segunda andlise
da cromatografia de fase inversa apresentavam uma banda
Unica numa SDS/PAGE corada de prata, com uma M aparente
de cerca de 23 kDa sob condig¥es redutoras (Flg. 10).
intensidade de coloragdo estava correlacionada duma forma
nitida com a actividade mitogénica ao longo do perfil de
bioactividade. Uma vez que ensaios anteriores utilizando
um peneiro molecular com uma coluna TSK G 3000 SW tinham
sugerido uma M. na gama de 40 a 43 kDa, a possibilidade de
que o factor de crescimento em condigBes nativas seja um
dimero foi considerada. Esta possibilidade foi fortemente
sugerida pela constatagio de que a substlncia purificada ten
uma M, aparente de cerca de 45 kDa numa SDS/PAGE corada
por prata sob condi¢Bes n%o redutoras (ver Fig. 10).

Como ilustrado na Figura 11 a curva

de resposta em relag3o 3 dose para o factor de crezcimento
purificado revelou um efeito de metade do méximo na proli-
ferag8@o de células endoteliais capilares derivadas do cor-
tex adrenal a 150-200 pg/ml e um efeito mdximo a 1-1,5 ng/ml
Estes valores foram derivados a partir da sequenciagZo da
protefna e verificou-se que estavam de acordo com os valo-
res obtidos comparando as intensidades relativas das ban-
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das com padrBes en SDS/PAGE corado por prata,

Por microssequenciag¥o de fase
gasosa da substincia purificada demonstrou-se sem ambigui-
dades uma sequéncia de 4cidos aminados N-terminal dnica.
Os cinco primeiros residuos s3o lAla-Pro-Met-Ala—Glu.
Outro modo para descrever a sequéncia de 4cidos aminados
N-terminal € Ala-Pro—Met-Ala—Glu—Gly-Gly—Gln—Lys-Pro—His-
-Glu—Val-Val—Lys-Phe-Met-Asp-Val-Tyr-Gln—(Arg)-Ser—Phe—
—X-Arg—Pro—Ile—Glu-Thr—Leu—(Val)—X-Ile-X—(Gln)—Glu—Tyr-
~-(Pro)- em que os 4cidos aminados em parentesis s3o conhe-
cidos com um alto grau de certera e -X- corresponde a um
dcido aminado de identidade ainda desconhecida. Uma pes-
quisa por computador revelou que uma tal sequéncia nZo
apresenta homologia significativa para qualqguer protefna
anteriormente conhecida.

A bioactividade do factor de crescimen-
to fol também ensaiada com diferentes tipos de células.
Conforme se apresenta na Figura 12, apreciou-se uma ac-
tividade aprecidvel apenas em tipos de células de origem
endotelial vascular tal como células endoteliais da
aorta de bovino adulto e fetais, células endoteliais
capilares de cérebro de bovino e células endoteliais huma-
nas da veia umbilical. Enm contraste, células do cortex
adrenal, células epiteliais do cristalino, células endo-
teliais corneais, fibroblastos BHK-21 e queratindcitos
ndo apresentam qualquer resposta mitogénica significativa.

0 factor de crescimento foi purificado
usando uma combinagZo de precipitag3o por sulfato de amé-
nio, cromatografia de afinidales de 3-S5 e uma sequéncia de
duas cromatografias de HPIC de fase inversa. A and4lise do
produto purificado por SDS PAGE revela uma Mr de cerca de
45 kDa sob condigBes nZo redutoras. Quando o produto foi
analisado em Presenga de 2-mercaptoetanol, uma dnica banda
com umz Mr de 23 kDa foi visualizada, indicando que o factor
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de crescimento e um dimero composto de duas sub-unidades
de peso molecular aparente identico. A microssequéncia-
¢80 do produto purificado revela uma dnica sequdncia de
dcidos aminados N-terminal.

O factor de crescimento era estdvel
ao calor e perante os 4cidos e o seu p.I. é cerca de 8,5,
por estimativa por cromatofocdgem numa coluna de Mono P.

0 factor de crescimento purificado €&
capaz de estimular a proliferag®o de células endoteliais vas+
culares a concentragles entre 25 pg e 1 a 1,5 ng/ml. Estes
valores, admitindo uma Mr de 45 kDa, correspondem res-
pectivamente a 0,55 PM e 22 a 33 pM, Estes valores s3o da
mesma gama do que o0s obtidos cem o LFGF (2,56). Contudo,

0 novo factor de crescimento nZo induz qualquer efeito mito-
génico apreci4dvel nas células endoteliais corneais. células
endoteliais do cristalino, fibroblastos BHK-21, células

do cortex adrenal ou queratindécitos. Em contraste, tanto o
bFGF como o aFGF sZo potentes agentes mitogénicos para to-
dos estes tipos de células (2,56).

A capacidade do VEGF se ligar & heparina
pode ser implicagdes no Que se refere & sua fungZo e regu-
lagZo in vivo. Os sulfatos de heparina sX%o componentes fun-
damentais da matriz extracelular e tem sido indicados como
desempenhando um papel importante determinando o contacto
entre as células alvo e os factores de crescimento de ligacg&og
a heparina (16, 57, 58, 59).

A presenga de VEGF em FC de pituitdria
indica um papel para estas células no desenvolvimento, or-
ganizag8o e manutengfdo de um estado diferenciado da micro-
vasculatura complexa da adeno-hipéfisa.

_ E presentemente desconhecido se o VEGF
S€ expressa em outros 6rgfo para aldam da gléndula pituité4-
ria. Contudo, considerando o papel fundamentzal do cresci-
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cimento das células endoteliais vasculares e da angiogénese
numa grande variedade de proliferac&o normais e ratoldgicas
(60), €& de esperar que a distribuigfo do factor de cresci-
mento seja muito espalhado. Com este contexto, & intesse
notar que se verificou mais tarde que os factores PDGF, EGF,
TGF alfa, TGF beta, FGF e NGF, que se acregitou inicialmen-
te serem restritos a células ou a tecidos especificos,
tinham uma distribuigZo mais vasta e algumas vezes ubif~

qua (61),

Os genes para os factores bFGF e aFGF,
0s mitogenes de células endoteliais mais bem caracterizados
néo codificam para unm -peptideo de sinal convencional
(17,43). Deste modo, estes factores de crescimento parecenm
estar sequestrados dentro das células de origem e aparente-
mente nfo tem acesso directo As células alvo (2, 15, 45).
Foli sugerido que o bFGF pode estar incorporado na base da
membrana e ser subsequentemente libertado numa forma soly-
vel apenas quando a matriz é degradada a seguir A acgfo de
enzimas especificos (16). Este mecanismo de libertag#o
Sugere um papel para o factor de crescimento principal ou
exclusivamente em acontecimentos que envolvenm degradacfo
da base da membrana ou lise da célula, tal como remodelacggo
orgdnica, cicatrizagZio de ferida oy neoplasia (60),

Em contraste, um factor de crescimento
de célula endotelial soligvel como o VEGF pode desempenhar unm
papel mais dinfmico na regulagfo fisioldbgica Qda prolifera-
¢30 das células endoteliais vasculares quer no crescimento
ciclico dos vasos sangufneos que tem lugar nos érzfos tal
como o corpo liteo (62) quer na manutengfo ténica do estd-
dio diferenciado do endotélio na 4rvore vascular,

Ao contrdrio do bPGF ou do aFGF, que so
activos num espectro de células muito largo (2, 56), o VEGF
barece ser especffico para células endoteliais visculares,
0 VEGF tem significado t erapeutico especial para condiszBes
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em que € adequado uma acgdo seletiva nas células endote-

liais vasculares, na auséncia de escessiva proliferac¢io de
tecido conectivo, tal como dlceras diabéticas ou lesBes vasd
culares traumaticas.

Descricio Pormenorizada das Fizuras 8 g 12

Fig. 8 -~ Perfil da bioactividade de Heparina-Sepharose
(H-S) de meio condicionado com FC. O meio (6
litros) foi concentrado e aplicado a uma coluna
de HS que tinha sido pré-equilibrada em Tris/Cl
10 mM de pH 7,2 contendo NaCl 50 mM. Lavou-se a
coluna com o mesmo tamp8o e depois eluiu-se se-
quencialmente com Tris/Cl 10 mM de PH 7,2 contendo
NaCl 0,15, 0,9 ¢ 3 M. Diluiram-se 100 vezes
aliquotas das fracg®es recolhidas en gelatina a
0,2 % em PBS e aplicaram-se 5 ul/ml a células
endoteliais capilares bara bioandlise.

Fig, 9A e 9B - Perfis de HPLC de fase inversa sequencial
de actividade mitogénica de células endoteliais.
As fracg¥es de H-S mais biocactivas foram aplica-
das a uma coluna C4 (10 x 250 mm) pré-equilibrada
com TFA a 0,1 %/acetonitrilo a 20 % (Pig. 94).
Depois da coluna ser lavada com 10 ml de tampio
de equilfbrio, a amostra foi elufda com um gra-

diente linear de acetonitrilo, Diluiram-se dez
vezes aliquotas de cadsa frac¢f3o com gelatina a
0,2 % em PBS e aplicaram-se 5 ul/ml a células
endoteliais capilares bara bioanalise. As fracgdes
mais bioactivas foranm reunidas e aplicadas a uma
coluna Cy (4,6 x 250 mm) que tinha sido pré-
~equilibrada com TFA g3 0,1%/2-propanol a 20% (Pig.
9B). Depois de lavagem da coluna com 3 ml de tam-
p8o de equilfbrio, a amostra foi elulda com um
gradiente linear de 2-propanol. Ensaiaram-se ali-
quotas de fracg3es pars verificag8o da bioacti-

vidade.
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Fig. 10

Pig, 11

-- Andlise de NaDodSO /PAGE da fracg¢fo mais
biocactiva do cromatograma apresentada na Fig. 9B.
Secaram-se duas alfquotas desta fracg®o num "speed
vac" e redissolveram-se em tampZo de amostra con-
tendo 2-mercaptoetanol a 2,5 % (+) ou n¥%o contendo
este reagente (-). As amostras foram desnaturadas
velo calor e submetidas a electroforese numa PAGE
a 12,5 % que foi subsequentemente corada por prata,
Os marcadores de peso molecular sd8o: fosforilase B,
97 400; albumina de soro de bovino, 66 200; oval-
bumina, 43 000; anidrase carbdnica, 31 000; inibi-
dor de tripsina de soja, 21 500; lisozima, 14 400.

-~ Crescimento dependente da dose de células
endoteliais capilares derivado do cortex adrenal na
presenga de VEGF purlflcado. Inocularam-se células
& densidade de 1 x 10 /alvéolo em placas de 12 alvéo
los. As quantidades indicadas de VEGF foram adiciona
das algumas horas depois de serem depositadas em
placas de aliquotas de 5 /ul/ml. Depois de 5 dias,
contaram-se as células num contador Coulter. Os
resultados apresentados representam valores médios
de trés ensaios separados conduzidos em duplicado.
Os duplicados em cada ensaio variaram menos do

qlie 10 <,

—-- Efeitos do VEGF no crescimento de diferentes
tipos de células. CEC, células endoteliais corneais;
BAC, celulas de cortem adrenal de bovino; TKC,
queratinocitos; Lec, células epiteliais de crista-
lino; BHK-31, células de rim de hamster bebé, clone
21; ACC, células endoteliais capilares de cortex
adrenal; B3C, células endoteliais capilares de
cérebro de bovino; HUVE, células endoteliais huma-
nas da veia umbilical; FBAE, células endoteliais da
aorta fetal do bovino, ABAE, células endotelial

da aorta de bovino adulto. As c&lulas foram inocula-
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das no seu respectivo meio de crescimento, incubadas
com uma concentragfo midxima de VEGF e contadas de-
pois de 4 ou 5 dias. Os resultados s3o expressos

em percentagem do controlo adequado.

A angiogénese € um fendmeno de fases miltiplas que
envolve a proliferagfo de células endoteliais capi-
lares, migracgZo e infiltragso nos t ecidos (1). Desemi
panha um papel fundamentel em vdrios processos
fisioldgicos e patoldgicos tal como desenvolvimento
embriondrio, cicatrizacfo de feridas, ateroesclerose
€ Ccrescimento de tumores (1, 2). Védrios factores que
induzem a angiogénese foram recentemente isolados e
caracterizados. Destes, verificou-se que apenas as
formas bdsica e acidica do FGF controlam directa-
mente todas as fases da angiogénese incluindo g pro-
liferag®o de células andoteliais vasculares, a migra-
¢80 e o aumento da expressfo de activador de plas-
minogénio e da actividade de colagenase (2),

Apesar da evidéncia de que o FGF &€ anpn-
giogénico, duas questdes enigmdticas apontanm para a exis-
téncia de outros factores angiogénicos que poderiam comple-
mentar a acg¢¥o do FGF. Enm primeiro lugar, no FGF n&o existem
as sequéncias de sinal hidrofébico que governam a secregio
(12, 13), ainda Queé para aceitag#o como um factor angiogénico
qualquer presumivel mediador devesse ser apresentado como
sendo uma substincia difusfvel qQue induz formag¢¥o de novos
capilares a partir dum leito microcirculatdério. Enm segundo
lugar, o FGF & produzido pelas préprias células endoteliais
(14, 15). Se o FGF est4 presente nas células endoteliais
circundantes se ben que as células sejam quiescentes, ou-
tros factores deven entrar na acg¢o bara desencadear a angio=-
génese,

A presente invengHo também se refere ao
isolamento e & caracterizzdo de um novo agente mitogénico
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das células endoteliais produzido e segregado por células

AtT20., Esba linha de células de rato e’ fornecida pela

The America Type Culture Collection, 12301 Parklaw Drive,

Rockville, Maryland, O factor produzido por células

ATT20 tem uma dnica especificagfo de células alvo, uma vez
que estimula a proliferagfo apenas das células endoteliais
vasculares e n#o afecta outros tipos de células sensiveis

ao FGF,

Este factor foi descoberto durante es-
tudos sobre a express3o de bFEF e de vias de secregfo pOS—
Siveis da linha de células de pituitdria AtT-20 (5). As
células foram transfectadas com um gene de bFGF quimérico
composto pela sequéncia de codificag¢fo para o peptideo
de sinal de secreg¢fio da hormona de crescimento fundida com
a sequéncia de codificag¢g8o para o gene de BFGF (6). A li-
nha de células de murino foi selectionada porque conserva
as fungBes de secregdo e pode ser usada bara e studar os
acontecimentos moleculares envolvidos na embalagem e na
secregdo da proteilna (5). Esperava-se que o bFGF expresso
fosse segregado por estas células quer através duma via
de secregl8o constitutiva quer através duma via de Secregdo
envolvendo grénulos secretdédrios. Quando o meio condicionado
por células AtT-20 tramsfectadas foi examinado para verifi-
car da actividade anglogénica, uma quantidade considerdvel 4
actividade estava bresente, a qual nio rode ser imunoneu-
tralizada por anticorpos contra bFGF e nio apresentou rsa-
¢80 cruzada numa analise de RIA especifica para o bFGF.

Do mesmo modo, o meio condicionado por células progenito-
ras que ndo expressam o gene de bFGF também continha uma
quantidade considerdvel de bioactividade, o que sugeria
que um factor n#o relacionado com o bFGF era responsédvel por
esta actividade.

O mitogene de células endoteliais presen
te no meio condicionado foi €a segulda purificado por uma
combinag3o de fases incluindo cromatografia de afinidade
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de Sepharose de heparina, cromatografia de gel de exclusZo
em Sephadex G 100, cromatografia de permuta catidnica e
resina Mono S e finalmente por PR-EPLC com coluna Vydac C4
(ver Quadro3 ), As frac¢Bes foram analisadas para verifica-
¢Zodla bioactividade wusando células endoteliais capilares
derivadas do cortex adrenzl. Quando o produto recolhido foi
avlicado em HS sob condig¥es descritas na Fig. 134 2 acti-
vidade foi elufda num largo pico na gama de 0,5 a 0,6 M,

No sentido de o concentrar, efectuou-se a eluigio com

NaCl 0,8 M. Este produto quando aplicado em Sephadex G 100
deu o maior pico de biocactividade que foi elufda com um PM
aparente de cerca de 45 kDa. Quando cromatografado em Mono S
sob condi¢Bes indicadas na Figura 13 C, observou-se um

Unico pico biocactivo maioritariamente que foi eluido conm
NaCl 0,28 M, A purificag¢8o final foi conseguida por RP-HPIC
usando uma coluna Vydac (Fig. 13D). Toda = bicactividade
detectada estava Presente em dois picos de protelna aguga-
dos muito prdéximos que quando analisados por NaZDodSO4/PAGE
sob condig®es n¥o redutoras deram uma banda dnica com um peso
molecular aparente de 45 kDa. Quando observado sob condi-
¢Oes redutoras, a banda tinha um peso molecular aparente de
23 kDa (Fig. 13D). Numa das fracgSes, estava também presente
uta pequena quantidade de contaminante com um PM de 27 kDa
cuja migragso n#o era afectada por redugdo. A quantidagde
desde contaminante nZo era superaor a 5 % do total, Quando a
actividade de pice maior foi novamente analisada sob conti-
;8es identicas numa coluna C4. obteve-se um pico dnico de
proteina com um pequeno patamar (Figura 1% D). Por microsse-
quenciag8o deste produto foi reve lado uma sequéncia de 4ci-~
dos aminadas terminal Ynica. Sequenciaram-se aproximadamente
2 pg (80 puole) de protefna usando um sequenciador de pro-
tefna de fase gasosa Applied Biosystems 477A. Indentificou-
-se um sé 4cido aminado em cada um dos 24 primeiros ciclos,
o que estf de acordo com.uma proteina homogénea. O rendimend
to do resfduc amino-terminal foi 30 puole. Modos de atribui-
¢80 n¥o ambigua para os ciclos de 1 & 5 sBo os seguintes:

Ala-Pro-Met-Ala-Glu. Uma sequéncia de 4cidos aminados mais
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longa para o factor de crescimento a partir de AtT-20 foi
mais tarde determinada e & descrita seguidamente.

Uma pesquisa da base de dados NBRF
utilizando o programa d e Lipman e Pearson (35) nZo encon-
trou qualquer homologia significativa entre a sequéncia dos
primeiros 22 4cidos aminados e qualquer protefna conhe-
cida.

A curva da resposta enm relag8o & dose
para o factor de crescimento apresentada na Fig. 15B ilustrs
como uma quantidade tZo bequena como 50 pg/ml estimula a
proliferagsio de ACE.

Observou-se a saturagfio a 1 ng/ml com
nm ED50 de 150 pg/ml. Estes valores podem ser comparados
favoravelmente com a gama de concentragdes em que o DFGF
promove a proliferag¢3o de célulasg ACE (efeito mfnimo de
cerca de 10 pg/ml, saturag8o a cerca de 200 reg/ml e EDSO a
50 pg/ml, (22) e Fig. 15). Contudo, a densidade final do
crescimento da cultura em pbresenga do factor de crescimento
derivado de atT20 foi metade da das culturas expostas g
concentragéio dptimas de bFGF, indicando que o tempo médio
de duplicag#o das células ACE era mais longo quando levado
a8 proliferar pelo factor de Crescimento derivado de
AtT20 do que pelo bLFGF. Apesar disso, se se considera que
o PM do factor de crescimento derivado das células AtT-20
é 2,5 vezes o de bFGF poderia pensar-se que tem mais ou
menos a mesma poténcia que o bFGF. Para além da sua capaci-
dade para estimular a proliferag8io de células ACE o fac-
tor de crescimento derivado de atT20 estimula o crescimento
das células endoteliais capilares de cérebro de bovino bem
como o das células HUE (Fig. 154).

Isto indica que o seu efeito mitogénico
n&o estd lim tado por variag8o de espécies nem pela origem
das células endoteliais vasculares, Surpreendentemente,
ele n3o estimula a proliferag8io mesmo das células BHK-21,
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uma linha de células conhecida por responder a uma larga
variedade de mitogenes inecluindo TGF e, EGF, PDGF, TGF 3

e aFGF ou bFGF (como verificado em (26), nem foi mitogénico
para células do cortex adrenal, células endoteliais corneais
células granulosas, células vasculares de misculos brandos
ou células BALB/MK (Figura 15D). Por conseguinte, e em
contraste com FGF, parece ter uma dnica especificidade para
células endoteliais vasculares. Os bPresentes dados esta-
belecem que células AtT20 qQué conservam muitas propriedades
quimicas e fisioldégicas importantes de corticotrofo de
pituitdria, em particular a capacidade para dntetisar e
libertar como principais produtos de secreg8o ACTH, B-lipo-
propina e B-endorfina (64), produzem também um factor
angiogénico.
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As propriedades fisicas do factor de
crescimento (PM 45 kDa, pI bdsico, afinidades para HS) e
as propriedades blolégicas (mitogénico para células endo-
teliais vasculares) indicam que este factor € distinto de
outros factores de crescimento conhecidos tais como EGF, TGH
PDGF, TGFB ou o recentemente referido factor de crescimento
de queratindcito (21). A sua falta de reconhecimento por
neutralizag8o de anticorpos policlonais dirigidos conira
aFGF ou bFGF bem como a sua falta de reactividade cruzada
em RIA especifico para aFGF ou bFGF indica que é distinto
de FGF. Parete também ser distinto do factor de crescimento
de células endoteliais derivado de plaquetas recentemente
referido (37). Apesar de terem a mesma especificidade aparen
te de células alvo e uma massa molecular semelhante, eles
diferem de 20 vezes em poténcia e pela sua estrutura se-
cundéria, sendo o PDECGF um polipeptideo de cadeia simples
enquanto o factor de crescimento AtT20 tem uma estrutura
dimérica,

A especificidade distinta em relag8o
&8s células alvo e & sequéncia N-terminal diferente leva-
-nos & conclus@o de que o factor de cresclmento derivado de
AtT20 representa um factor de crescimento anteriormente
desconhecido., Apesar do presente estudo estabelecer clara-
mente que este novo factor de rrescimento & mitogénico
para células endoteliais capilares, n#o é ainda conhecido
se este factor pode estimular outros acontecimentos ligados
4 angiogénese. Estes incluem a quemotaxia das células
endotelials capilares e a activag8o da sintese de enzimasg
celulares tais como a cdiagenase: e o activador de plas-
minogénio que estd envolvido na desintegrag8o da membrana
base capilar <3). Em vista desta actividade preferencial
nas células endoteliais vasculares em comparag8o com outras
células derivadas da mesoderme o home de vasculotropina
é sugerido para este novo factor de crescimento.
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Dados estruturais disponiveis permitiriam
estudos na clonagen, estrutura, topologia, expressfo e
regulag@o do gene do factor de crescimento quer nas condi-
¢Bes fisioldgicas Queér nas patoldégicas, Estes estudos po-
dem proporcionar indicios sobre a sua distribuigZio em teci-
dos normais em comparagdo com tecidos malignos bem como so-
bre as suas fungdes fisiolégicas incluindo angiogénese,

Descrig8o Pormenorizada das Figuras 13 a 16

Figura 13, Purificaqfio do factor de cresd
cimento AtT20 por HSAC, cromatografia de exclusfio de gel,
cromatografia de permuta idnica Mono S e R-HPIC em coluna

C4

Figura 13A. Aproximadamente 490 ml de
fracg8es precipitadas por (NH4)2SO4 derivadas de 30 litros
(6 recolhas de 5 litros com dois dias de intervalo de meio
condicionado por células AtT-20 (DMEM-H21) suplementado
com 5 ug/ml de insulipa e 10 ng/ml de transferrina e dda-
lisados contra Tris HCl 10 mM de pH 7,3, NaCl mM, foram
carregados numa coluna de Sepharose de hiparina (1,5 em
x 12 em, 25 ml de volume de leito) com um caudal de 150
ml/h. A coluna foi em seguida lavada com 150 ml de t ampHo
para equilibrar (Tris-HCl 20 mM de pH 7,3, NaCl 50 mM)

e as proteinas retidas (50% do total das protefnas aplica-
das na coluna) foram eluidas com uma aplicag#o por fasses de
concentragdes crescentes de NaCl (NaCl 0,3 M, 0,8 M e 3 M).
A dimens#io da fracg#io foi de 3 ml e o caudal foi de 6 ml/n.
A cromatografia foi realizada a 4°%C e a absorvéncia foi
monitorizada a 280 nm. O histograma e circulos a cheio
mostram a capacidade relativa das diferentes fracgdes reu-
nidas ou individuais para esfimular a proliferag3o de cultu-
ras de células de ACE de baixa densidade (5 x 10° células/
/alvéolo, 12 alvéolos por placa). As condigBes para ensaio
da actividade ©biolégica eram semelhantes &s descritas em
(37). A maior parte da actividade bioldégica estava presente
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no elufdo de NaCl 0;8 M, ™ ™ =

Fig. 13B. Depois de concentrar as
fracgdes bioactivas de HSAC NaCl 0,8 M até 1 ml num concen-
trador Amicon YM10 aplicou-se o retido da ultrafiltragfo
numa coluna de Sephadex G 100 (1 x 95 cm) equilibrada e elufl
da a 4°C enm PBS. 0 caudal para desenvolvimento da coluna
foi de 6 ml/h e recolheu-se fracgBes de 3 ml. A absorvincia
foi monitorizada a 280 nm. As posigdes de eluigHo de marca-
dores de massa molecular (em kDa) foi como indicado pelas se
tas. Diluiram-se 1 para 100 aliquotas de cada fracgdo da
coluna em de gelatina e 0,2 % em PBS, e submeteram-se a bio-
andlise aliquotas de 10 al,

Fig. 13C. As fracg¥es bioactivas elui-
das a partir da coluna de Sephadex G 100 foram reunidas
e diluidas trés vezes com HEPES 20 mM de pH 8.3. Utilizando
um "Super loop" de 50 ml, a amostra foi em seguida aplicada
numa coluna de Mono S HR 5/5 equilibrada com Hepes 20 mM
de 8,3 & temperatura ambiente. Eluiu-se em seguida a coluna
com um gradiante multilinear de NaCl (0O M até 1 M) como
Se segue: NaCl O M durante 5 minutos, NaCl O M até 9,45 M em
45 minutos, NaCl 0,45 M até 1 M em 15 minutos, NaCl 1 M
durante 5 minutos. A absorvlncia foi monit cizada a 280 nm,
0 caudal foi de 1 ml por min. e foram reunidas fracgdes de
1 ml. Diluiram-se de 1 para 100 aliquotas de cada fracgio
em gelatina a O,2'j€em PBS, submeteram-se a lbioan4dlise
aliquogas de 10 ul em células ACE eq placas de 12 alvéo-
los cémo descrito atrds. 0 histograma mostra a distribuigso
de actividade biolégica com a maior parte da actividade
biolégica eluindo-se nas fracgdes 33 a 35 (NaCl 0,28 M).

Fig. 13D, As fracgdes de Mono S activas
(fracgles 33 a 35; Fig. 13C foranm carregadas numa coluna
Vydac (25 x 0,46 cm, dimensfo das partfculas 5 um, dimens#o
do poro 300 A) e quilibrada em TFA a 0,1 (v/v) e acetonitrilo
a 20%. As setas mostras os tempos de injecg3o. A proteina
foi elufda com um gradiente linear de 115 min de acetonitrilg
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de 20 a 45% em TFA a 0,1% com um eaudal de 0,6 ml/min, 2
temperatura ambiente. Recolheram-se fracgles de 1,5 ml.
Diluiram-se de 1 para 10 aliquotas de cada fracgdo com ge-
latina a 0,2 % em PBS e subme teram-se a bioandlise como
descrito aeima. 0 histograma apresenta a distribuicso da
actividade biolégica, As fracgdes de pico (22, 24) foram
usadas individualmente para estudos estruturais e para andlij-
se mais aprofundada da sua actividade bioldégica. (a) 0 pico
de actividade maior foi reeluido nas mesmas colunss como
apresentado na inserg#o b, as fracgdes de pico foram toma-
das para andlise de sequéncia de amino e terminal. (b) Amos-
tras de proteina marcadas por 1251 da fracg#o 22 (pistas
A.C) e 23 (pistas B,D) foram analisadas individualmente em
condi¢¥es n8o redutoras (pistas A,B) ou em condigdes
redutoras (pistas C,D).

Fig. 14 - Realizou-se electroforese sob
as condig¥es descritas, Em condigBes n¥o redutoras verificoul
-se a existencia de um componente de cerca de 43 a 45 kDa.

Em condigdes redutoras apareceu um componente de cerca de
23 kDa. Depois da electroforese os géis foram corados com
azul de Coomassie. descorados, sieeos e submetidos a autora-
diografia. A migrag3o das amostras foi comparada & dos padrdjes
de protefna n3o reduzidos (esquerda) ou reduzidgs (direita):
97,66,43,30,21 kDa.

Fig. 15 - Comparagfio da capacidade do
bFGF derivado de pitutdria com o faofor de crescimento de-
rivado das células AtT-20 para estimular os crescimento de
células HUE (a), células ACE (B) e células BHK-21 (c).

Fig. 15A. Culturas de baixa densidade de
células HUE (21) (5 x 10° células por alvéolo gelatinizado de
1l cm de difimetro) foram expostas a meio 199 HEPES (25 mM)
tamponizado suplementado com 100 Mg/wl de hiparina. selé-
nio 1072 M, FSC a 20% (como descrito em (11) e aumento
de concentrag8o quer do bFGF derivado de pituitdria (0) quer
do factor de crescimento derivado de células AtT-20 ().
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Adicionou-se heparina apenas una vez na altura da inoculagfo
enquanto que tanto o bFGF como o factor de crescimento das
células AtT-20 foram adicionadas em dias alternados. Depois
de 6 dias em cultura, trataram-se com tripsina alvéolos em
triplicado e contaram-se as células. A densidade final das
culturas expostas a FES a 20% isol.do foi de 7,4 x 10%
células por alvéolo. O desvio paérdo foi inferior a 10 % da
média.

Fig. 15C. Expuseram-se baixas densida-
des de células BHK-21 (26) (2 x 104 célules por placas de
cultura de tecido gelatinizado de 35 mm) a 2 ml de DMEM-
-F12 (1 para 1 v/v) suplementado conm 1,5 ug/ml de gentami-
cina. 10 ug/ml de transferrina, 5 ug/ml de insulina e
concentragdes crescentes quer de bFGF derivados de pituitd-
ria (0) quer de factor de crescimento derivado de células
A¥T-20 (0). Adicionaram-se insklina e +transferrina apenas
uma vez, enquanto que o bFGF e o factor de crescimento deri-
vado de células AtT-20 foram adicionadas em dias alternados.
Depois de 4 dias em cultura trataram-se com tripsina tripli-
cados dos discos e contaram-se as células, A densidade final
da cultura exposta e transferrina insulina i soladamente foi
de 1,05 X lO4 células/placa. 0 desvio padr8o foi inferior
a 10 % da média.

Fig. 16. Inocularam-se células BALB/MK
(14) a uma densidade de 3 x 104 células porplaca de 35 mm
em meio Eagle modificado de baixa concentragdio de Ca (15)
suplementado com 10 % de FCS. Inocularam-se 2 x 104 células
BCE (16), células granulosas (17) ou células do cortex
adrenl (18) por placa de 35 mm nos Seus respectivos meios
(DNME suplementado com 10 % de FCS, 5 % de CS e 10 % de CS
para BCE e células do cortex adrenal e meio F-12 suplementa-
do com 2,5 % de CS para células granulosas). Adicionaram-se
o bFGF derivado de pituitdria (bFGF, 2 ng/ml) ou o factor
de crescimento d erivado de células AtT-20 (1,5 ng/ml) em
ddas alternados. Expuseram-se também células BALB/MK a
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aFGF (10 ng/ml) uma vez que este mitogene ser t#@o patente
como o EGF na promogZo do seu crescimento. Depois de 6 dias
em cultura, as células foram tratadas com tripsina e conta-
das num contador Coulter. 0 desvio padr8o foi inferior a

10 % da média.

Uma vantagem de cultivar células de bovi-
no para recolher o factor de crescimento & que o conjunto
da estrutura da célula tem uma boa integridade de coes3o.
Isto é. a camada de células normalmente permanece intacta
para recolher o meio condicionado por multos dias e mesmo
durante um mé&s ou mais da recolha sucessiva de amostras de
meio. Quando estd presente a estrutura em cdpsula, £ possive
recolher amostras por cima da cipula e também do interior
ou por debaixo da cupula. A desvantagem observada durante
a cultura das células de bovino reside em que estas células
produzem uma grande quantidade de proteinas diferentes que
s8o segregadas pelas células. Deste modo, as fasee de puri-
ficag8o precisam de ser capazes de remover maiores quantida-
des da protelna nZ3o desejada.

Uma vantagem da linha de células AtT-20
é que estd comercialmente disponivel.

Uma vantagem da cultura de células de
murino, AtT-20, € que estas células produzem o novo factor
de crescimento sem produzir uma grande quantidade de ou-
tras proteinas que podiam interferir com as fases de &so-
lamento subsequentes.

A desvantagem d e cultivar células de ou-
rino AtT-20 é que a integridade estrutural da cultura de
células n3o € elevada. Deste modo, durante a cultura e a
recolha, pequenas porg¢3es da camada de células podem partir-
-se, flutuar no meio condicionado e depois morrerem., Muitas
vezes a cultura das células de murino apenas § possivel
até cerca de 7 dias ou por perfodos ligeiramente mais lon-

oS,
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0 novo factor de crescimento com

origem em bovino & muitas vezes de pureza suficiente depois
da fase de mono S e unma fase de Sephadex ¢G-100 de modo que
ndo € necessdria a purificag¢¥o por RP HPLC-C4. A andlise
por RP HPLC pode ser adequada para determinar a pureza de
FsdGF.

SEQUENCIA DE ACIDOS AMINADOS DO FACTOR DE CRESCIMENTO DE
MURINO

A sequéncia N-terminal foi determinada
rpara a protefna do factor de crescimento derivado das
células de rato AtT20. Duas andlises de sequénciag¢ido N-termi+
nal foram realizados num Ssequenciador de protefnas de fase
gasosa Applied Biosystems. Na segunda a ndlise, o sequencia~
dor foi carregado com aproximadamente 2,5 vezes a quantida-
de de protefna da primeira andlise.

Como resultado de comparag8io dos dados
das duas andlises de sequenciagfio, a seguinte sequéncia N-
-terminal foi determinada:
X'-Pro-Thr-Thr—Glu-Gly-Glu-Gln-Lya—Ala His-Glu-Val-val-
-Lys-Phe-Met-Asp—Val-Tyr-Gln—Arg-Ser—...

Na posig#o do 4cido aminado umn-(X"')
detectaram-se trés 4cidos aminados diferentes (Ala, Gly, e Ser),
sendo Ala o mais frequente. Unma vVez que este resfduo de 4ci-
do aminado ¢ ambiguo, o resfduo €& representado por "X'",

A compapag®o da S equéncia obtida a partir
das células AtT20 de rato com os 23 4cidos aminados N-ter—
minais determinados para a protefna de FSAGF de bovino de-
monstrou que estas duas protefnas s2o substancialmente ho-
mélogas:
rato
AtT20 prot.; X'-Pro—Thr—Thr-Glu-Gly-Glu-Gln-Lys-Ala-His-
-Glu-Val-Val-Lys—Phe-Met-Asp-Val-Tyr-Gln-Arg-Ser-...
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FSAGF: Ala-Pro—Met—Ala—Glu-Gly-Gly-Gln-Lys-Pro-His-Glu-
—Val—Val—Lys-Phe-Met-Asp—Val-Tyr-Gln—Arg—Ser-...

Os Exemplos seguintes tem como finalida-
de ilustrar a presente invengd3o apenas a titulo de exemplo,
n8o devendo ser considerados de qualquer modo como restrin-
gindo o seu &mbito.

Reagentes -- Os meios de cultura de tecido e os reagentes
foram obtidos da Gibco (Grand Island. N.Y.). O acetonitrilo
e 0 2-propancl foram adquiridos na Fischer Sci. (Fair Lawn,
NJ). A heparina-Sepharose (H-S) foi obtida de Pharmacia
(Piscataway, N.J.). As colupnas de HPLC Vydac foram de
Separation Group (Hesperia, CA). Os marcadores de Peso mole-
cular para PAGE e o conjunto de determinag3es de proteina
foram da Bio Rad Labs (Richmond, CA). As placas de cultura
de t ecido foram adquiridas a Coster, excepto para as pla-
cas de Nunc de grande escala (24,5 x 24,5 cm), que foram
da Applied Sci. (San Francisco, CA). Todos os outros rea-
gentes foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) ou

da Applied Biosystems (Foster City, CA).

EXENPLO A

A inteng#o deste exemplo era a determina-
¢8o do peso molecular do factor de crescimento de células
endoteliais segregado no meio por células foliculares.

Incubaram-se culturas confluentes de
células foliculares foram incubadas durante tr&s dias num
meio isento de soro constituido por meio de Eagle modifi-
cado por Dulbecco de baixo teor em glucose suplementado com
transferripna (10 ul/ml), insulina (5 ng/ul), glutamina
2 mM e antibidéticos. 0 meio condicionado (CM) (150) ml foi
entdo recolhido, centrifugado (1000 xg, 15 min. 4°C) no
sentido de remover os resultados das células e depois apli-
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cado a uma coluna de Heparina-Sepharose que tinha sido
equilibrada previamente com Tris/Cl 10 mM de pH 7.0. A
coluna foi ent#o séquencialmente eluida com Tris/Cl 10 mM
de pH 7.0 que continha NaCl 0,6, 1 e 3 M. 0 caudal foi de
21 ml/h. Recolheram-se fracgles de 700 Ml e analisaram-se
aliquotas para a bioactividade em células endoteliais
microvasculares derivadas do cortex adrenal. A maioria

da bioactividade foi elufda na presenga de NaCl 0,6 M. Este
comportamento cromatogrdfico & d iferente do dos factores
aFGF ou DFGF que sHo conhecidos por serem eluidos, res-
rectivamente, na presenga de NaCl 0,9-1.1 M e NaCl 1,8-2.2
M.

As fracgdes de NaCl 0,6 mais bioactivas
foram reunidas e examinadas adicionalmente para determina-
¢80 do peso molecular da actividade do factor de crescimen-
to. Preparou-se uma rlaca de gel SDS de poliacrilamida a
12,5% normal. Adicionou-se glicerol a dez por cento as
frac¢8es reunidas. Cinquenta por cento da amostra foi tra-
tada com 2-mercaptoetanol a 2,5 %. 0s 50% restantes nao
foram expostos a 2-mercaptoetanocl ou outros agentes reduto-
res. As amostras e os marcadores de peso molecular pré-
-corados foram ent#o incubados durante 3 min a 37°C e sub-
metidos a electroforeses durante toda a noite com uma cor-
rente de 10 mA., Quando a electroforese ficou completa,

0o gel foi rapidamente lavado em PBS e a distlncia dos
marcadores de peso molecular desde o cimo do gel foi imedia
tamente medida. Foram cortadas tiras horizontais de vinte
centimetros e meio com uma lamina de barbear tanto das pis-
tas que foram eluidas sob condig¢Bes redutoras como das
eluidas sob condigBes nfo redutoras. As tiras foram em
seguida lavadas duas vezes com 1 ml de PBS e depois agitadas
durante a noite a duas vezes com 1 ml de PBS e depois agita-
das durante a noite a 4°C enm tubos individuais que conti-
nham 500 wul de gelatina a 0,2 % em PBS para eluig3o da
actividade bioldégica. As tiras do gel foram em seguida remo-
vidas dos tubos, que foram em seguida cenivifugados com o
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fim de remover particulas que estivessem presentes. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos. Ensaia-
ram-se aliquotas de 20 microlitros de cada uma das fracgles
paraverificag8o da actividade bioldégica nas células endo-

- teliais,

Observou-se um dnico pico de bioactivi-
dade no grupo n#o exposto a 2-mercaptoetanol. 0 peso mo-~
lecular aparente, conforme determinado comparando a posi-
¢80 dos marcadores de peso molecular com a das tiras, foi
de cerca de 43 000. N3o se recuperou qualquer biocactividade
das tiras expostas a 2-mercaptoetanol.

Estes resultados deram uma boa deter-
minag¢8o do peso molecular do factor de crescimento, que
tinha sido confirmado com a molécula purificada até homo-
geneidade, e também indicaram que esta actividade é des-
truida pelos agentes redutores.

EXEMPLO I

CULTURA DE CELULAS FOLICULARES E RECOLHA DE MEIO

Estabeleceram-se culturas primdrias de
pituitdria de bovino FC como anteriormente descrito (20,41).
Numa forma de concretizag8o, na cultura de soro de bovino
fetal a 20 % na referéncia 20 foi reduzido para 10 %. As
concentrag®es de 5 a 20% devem ser eficazes. Também n3o
se usou ADNase. Todas as outras componentes s#o identicas.
Na confluéncia, as células foram passadas para placas de
cultura de tecido em larga escala na bpresenga de meio de
Eagle modificado por Dulbecco com baixo teor de glucose
(DMEM) suplementado com 10% de soro de bovino fetal, glu-
tamina 2 oM e antibidticos. Imediatamente depois de atingir
a confluéncia, as culturas foram completamente lavadas
com PBS a fim de remover as componente do soro. Incuba-
Tam-se em seguida as células num meio isento de soro cons-
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tituido por DMEM mais transferrina (10 ul/ml), insulina
(5 ug/ml), selénio (1072 M), glutamina 2 mM e antibidti-
cos. Depois de trés ou quatro dias, recolheu-se o meio e
substituiu-se bor meio fresco isehto de soro. 0 meio recolhi-
do foi centrifugado (1000 g€, 15 min, a 4°C) € armazenado a
-70%. o meio condicionado (CM) foi ep seguida recolhido de
trés em trés ou de quatiro em quatro diasg até seis semanas.

EXEMPLO 2

CONCENTRACXO DO MEIO CONDICIONADO

Lotes de quatro a sels litros de meio
condicionado (CM) foram submetidos g precipitagfo por sulfa-
to de aménio. Adicionou-se con agitag¥o constante sulfato de
aménio (500 g/1l). até dissolugo completa do sal. Depois
de 8 a 12 horas na c&mara frigorifica, o produto foi cen-
trifugado (20 000 xg, 45 min a 4°). Separou~-se o sobrena-
dante e o 86lido foi ressuspendido com Tris/Cl 10 mM de PH
7,2 e NaCl 50 mM e dialisado a 4°¢ contra o mesmo tampao
durante 8 a 12 h. 0 volume final foi 50 a 60 vezes menos
que o original.

Em alternativa, o CM & concentrado usando
uma célula de agitagfio Amecon (unidade de 2,5 litros) usan-
do uma membrana que tem um limiar de Separagdo de peso
molecular de 10 000 Daltons com resultados semelhantes.

EXEMPLO 3

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DE HEPARINA-SEPHAROSE

O CM concentrado foi aplicado a uma co-
luna de H-S (14) (10 ml) pré-equilibrado com Tris/Cl 10 mM
de pH 7,2 e NaCl 50 mM. A coluna foi em seguida lavada com
© mesmo tamp¥o até a absorvéncia a 280 nm ser desprezdvel e
depois eluiu-se por fases com Tris/Cl 10 mM de PH 7.2 con-
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tendo NaCl 0,15, 0,9 e 3 M. O caudal foi de 1.5/min. Reco-
lheram-se fracgdes de 1,5 ml e ensaiaram-se aliquotas diluf-
das com gelatina a 0,2 % em PBS para verificag8o da activi-
dade mitogénica em células endoteliais.

EXEMPLO 4

HPLC DE FASE INVERSA

(a) As fracgdes de H-S mais biocactivas (conjunto de
NaCl 0,9 M) foram diluidas quatro vezes com dcido
trifluoroacético (TFA) em 4gua e aplicadas a uma
coluna de HPLC Vydac C4 (10 x 250 mm) pré-equilibra-
da com TFA 0,1/acetonitrilo a 20%. A coluna foi eluj
da com um gradiente linear de acetonitrilo (20) a
45% em 115 min) a um caudal de 2 wl/min. A absorvén-
cia foi monitorizada a 21 nm, As frac¢¥es de 2 ml
foram diluidas em gelatina a 0,2 % em PBS para
anélise em células endoteliais.

(o) As fracgBes mais bioactivas foranm reunidas, dilui-
das duas vezes em TFA g 0,1 % em dgua e aplicadas

a uma coluna de HPLC Vydac C, )4,6 x 250 mm) pré-
-equilibrada em TFA a 0,1 %-2-propanol a 20%. Eluiu-
-8e a coluna com um gradiente linear de 2-propa-
nol (20 a 45% em 113 min). O caudal foi de 0,6 ml/
/min. Diluiram-se aliquotas das fraccgdes para bio-
anédlise. O restante das fracgSes foi seco num Speed-
-Va para SDS/PAGE (29) e andlisge estrutural.

EXEMPLO 5

BIOANALISE

Células endoteliais capilares de cortex
adrenal ou derivados do cérebro de bovino. células endoteliai
da aorta de bovino fetal ou adulto, células endoteliais da
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veia umbilical humana, células endoteliais corneais de bovinop,
células do cortex adrenal, células eptiteliais do cristalino)
fibroblastos BHK-21 e queratinocitos humanos foram cultivados
e mantidos como anteriormente descrito (17,47,48,50,51,
52,26,53). Para as bioanalises, as células foram inocula-~
das na presencga do seu respectivo meio de crescimento a

uma densidade de 2 x lO4 por placa de 35 mm ou 1 x 104/alvéo
lo em 12 placas multialveolares. Adicionaram-se fracgBes As
células em aliquotas de 5 wul/ml. Depois de 4 ou 5 dias,

as células foram dissociadas por exposigHo a tripsina e

contados num contador Counter.
EXEMPLO 6

MICROSSEQUENCIAGAO DAS PROTEINAS

Aproximadamente 20 pmol de proteina das
frac¢Bes mais biocactivas obtidas da 8 egunda fase de C4
foram aplicadas directamente a um sequenciador de proteinas
de fase gasosa Model 470A (Applied Bisystems). Os ciclos
de degradag8o de Edman foram realizados e a identificac#o
dos derivados dos acidos aminados foi feita por uma coluna
de HPLC em linha (54),

EXPRESSX0

A purificagfio de factores de crescimento
estd também descrita nas Patentes dos E.U. 4 708 948:
4 376 071: 4 350 687: 4 444 760; e 4 722 998,

A produgsio de ADN recombinante de fac-
tores de crescimento estd descrita nas Patentes dos E.U.
4 670 394; 4 721 672: 4 738 9275 4 783 412; e 4 801 5423
todas elas s#o aqui incorporadas por referéncia.

Antecipou-se que os factores de cresci-
mento descritos aqui seriam capazes de ser clonados e produ-
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zidos de acordo com os métodos descritos nas Patentes e
referéncias mencionadas na presente memdria descritiva.

Deverd entender-se que o factor de
crescimento descrito na presente meméria descritiva pode ser
quer o dimero (43 000 sté 46 000 kBa) ou o monémero (cerca
de 23 kDa). '

Embora apenas algumas formas de concre-
tizag8o da inveng#o tenham sido apresentadas e descritas na
pPresente memdéria descritiva, torna-se evidente para os espe-
cialistas na matéria que podem ser feitos vdrias modifica-~
¢0es e mudangas na presente inveng¢3o para o novo factor de
crescimento de células endoteliais, nos seus métodos de
isolamento, de produg8io usando métodos de ADN recombinante
€ nos seus usos na terapia (cicatrizagéo de feridas) sem se
desviar do espfrito e do Ambito da presente inveng8o. Exis-
te a intengf8o de que todas estas modificagdes e alteragdes
abrangidas no &mbito das reivindica¢®es em anexo possam ser
realizadas de acordo com a presente invencdo,

REIVINDICAGOES

- 18 -

Processo para a Preparagdo de factor
de crescimento derivado de folliculo stellate (FSAGF)
substancialmente puro sob forma isolada caracterizado por
compreender as fases de:

(a) proporcionar uma amostra bioldgica que contenha FPSAGF

(v) extrair a porgfo solubilizada da amostraj;

(e) purificar parcialmente o FS4GF a partir do extracto
usando uma fase de precipitagZo por um sal em meio
aquoso;
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(a) fraccionar o extracto purificado usando cromatogra~-
fia de afinidade por meio de fracg®es de heparina
ligadas a um suporte insoldvel como fase estacioni-
ria e empregando uma fase mével de gradiente num sal
de concentrag¢fio em sal crescente;

(e) fraccionar o extracto usando cromatografia de exclu-
s8o em gel;

(£) fraccionar a amostra usando cromatografia liquida;
e opclonalmente

(g) purificar o extracto usando cromatografia liquida
de alta efici&ncia de fase inversa.

- 28 o

Processo de acordo com a reivindicacg#o
1 caracterizado por na fase (¢) o sal de Precipitacgfio em
meio aquoso ser sulfato de amdénio.

- 38 _

Processo de acordo com a reivindicagfo
1 caracterizado bor o produto obtido ser uma protefna di-
mérica com um peso molecular de aproximadamente 43 kDa por
determinag&o por electroforese em gel de SS~-poliacrilamida
sob condig¢¥es n¥o redutoras e conter na sua exsremidade N-ten-
minal a sequéncia de 4cidos aminados lAla-Pro—Met-Ala--Glu-
~Gly-Gly-Gln-Lys-Pro~His-Glu.

- 48 -

Processo de acordo com a reivindicag8io
3 caracterizado por o produto obtido conter adicionalmente
uma sequéncia interna de 4cidos aminados obtenfvel por di-
gestdo triptica selecionada de entre o grupo constituido por:
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Ser-Phe-Cys-Arg-Pro-Ile-Glu-Thr-Leu-Val-SSp-Ile-Phe-Gln—
-Glu-Tyr-Pro-Asp—Glu—Ile; e
Ser-Phe—Cys—Arg—Pro-Ile-Glu-Thr-Leu—Val—Ssp—Ile—Phe-Gln-
-Glu~-Tyr-Pro-Asp/Ile Glu.

- 58 -

Processo de acordo com qualquer das
reivindicag®es 1 a 4 caracterizado por o produto obtido ser
uma glicoprotefna constituida essencialmente por duas sub-
-unidades substancialmente homélogas tende¢ cada uma um
peso molecular de cerca de 23 000 Daltons.

- 68 -

Processo de acordo com a reivindicagao
1 caracterizado por o produto obtido ser eficaz na cica-
trizag8o de feridas num s er humano numa concentracgfo entre
cerca de 10 picogramas/mililitro e cerca de 500 picogramas/
/mililitro.

- 78 -

Processo de acordo com a reivindicag3o
1 caracterizado por

na fase de purificagio parcial o FS4GF gser feito
contactar com uma solug8@o aquosa de sulfato de aménio;

na fase de fraccionamento (d) a heparina estar
ligada a Sepharose; e

na fase de purificag¥o (g) a cromatografia 1i-

quida de alta eficiéncia de fase inversa ser conduzida
usando um gradiente de acetonitrilo;
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Processo para a preparagdo de factor de
crescimento derivado de folliculo stellate sob forma i sola-
da caracterizado por se proporcionar um vector de expressio
replicdvel com capacidade bara expressar a sequéncia
de ADN que codifica para o factor de crescimento derivado
de folliculo stellate num hospedeiro adequado, transformar
o referido hospedeiro de modo a obter um hospedeiro recom-
binante e manter o referido hospedeiro recombinante sob
condig8es que permitam a expressZo da referids sequéncia
de ADNc que codifica para o preferido factor de crescimen-
to derivado de folliculo stellate.

- 98 _

Processo de acordo com a reivindicagé#o
8 caracterizado por o produto obtido ter um peso molecular
de cerca de 43 000 Da.

- 108 -

Processo de acordo com a reivindicacg8o
9 caracterizado por o produto obtido ser uma protefina com
um peso molecular de aproximadamente 43 a 45 kDa por deter-
minag8o por electroforese em gel de SS-poliacrilamida sob
condigBes n#o redutoras.

- 1ll8 -

Processo de acordo com a reivindicacg#o
10 caracterizado por o produto obtido conter na sua extremi-
dade N-terminal a sequéncia de 4cidos aminados Ala-Pro-Met-
—Ala-Glu—Gly-Gly—Gln-Lys-Pro-His—Glu-Val-Val-Lys-Phe-Met—
-Asp-Val-Tyr-Gln.
-~ 68-
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Processo de acordo com a reivindicag¢fo
9 caracterizado por o produto obtido sob condig@es reduto-
ras produzir um df{mero substancialmente homélogo que tem
uam peso molecular de cerca de 23 000 Daltons.

- 138 -

Processo para a Preparagdo de factor de
crescimento derivado de folliculo stellate concentrado sob
forma isolada caracterizado por compreender as fases de:

(a) obter uma amostra de um sobrenadante liquido biolégic
que contém FSAGF usando o meio de condicionamento de
uma cultura; ,

(p) fraccionar a amostra da fase (a) usando fracgdes de
heparina ligadas a um suporte insoldvel como fase
estaciondria e usando uma fase mével de gradiente
num sal d e concentragfio salina crescente; e

(e) purificar a fracg8o bioactiva da fase (b) usando
electroforese em gel.

- 148 -

Processo de acordo com a reivindicacg#o
13 caracterizado por na fase de fraecionamento o factor de
crescimento ser eluido numa concentrag8o de cloreto de sé-
dio entre cerca de 0,6 e 1,0 Molar.

- 158 -

Processo de acordo com a reivindicacg8o
14 caracterizado por na fase de purificag®o o gel ser uma
poliacrilamida adequada.
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- l6g -

Processo de acordo com a reivindicag®o
13 caractérizado por o produto obtido ter um peso molecular
de cerca de 43 000 Da.

- 178 -

Processo para a breparag¥8o de factor de
crescimento derivado de folliculo stellate (FSAGF) sob forma
isolada caracterizado bor compreender as fases de:

(a) proporcionar uma amostra bioldégica que contém FSAGF;

(b) extrair a porg#o solubilizada da amostraj

(e) purificar parcialmente o FSAGF a partir do extracto
usando uma fase de precipitag8o por um sal em meio
aquoso; '

(d) fraccionar o extracto purificado usando cromatogra-

fia de afinidade empregando fracc¢des de heparina

ligadas a um suporte insoldvel como fase estacionériL
€ empregando uma fase mével de gradiente de sal com
uma concentragfo salina crescente;

(a) fraccionar o extracto usando cromatografia de exclu-
s8o de gel; e

(£) purificar o extracto usando cromatografia liquida
de alta pressfo de fase invertida.

- 188 -

Processo de acordo con a reivindicagad
17 caracterizado por o produto obtido ter um peso molecular
entre cerca de 43 000 e 45 000 Da.
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- 1gs -

Processo de acordo com qualquer das rei-
vindicag®es 17 ou 18 caracterizado por o produto obtido ser
uma glicoproteina constituida essencialmente por duas sub-
-unidades substancialmente homélogas tendo cada uma um peso
polecular de cerca de 23 000 Dantons.

- 208 -

Processo de acordo com a reivindicaggo
9 caracterizado por o produto obtido ser eficagz na cicatri-
zag8o de feridas num ser humano numa concentracgfo entre cer-

ca de 10 picogramas/mililitro e cerca de 500 micogramas/
/mililitro.

- 218 -

Processo de acordo com a reivindicagao
17 caracterizado bpor na fase de purificagsio (f) a cromato-
grafia lfquida de alta press8o de fase inversa ser conduzida
usando um gradiente de acetonitrilo aquoso.

- 228 -

Processo de acordo com a reivindicaggo
17 caracterizado por compreender adicionalmente a fase de:

(g) purificar o produto concentrado da fase (f) usando
cromatografia lfquida de alta eficiéncia de fase
inversa com um gradiente de i sopropanol aquoso.
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Processo de acordo com a reivindicag3o
9 caracterizado por o produto obtido ter a seguinte sequén-
cia de d4cidos aminados interna N-terminal: Ala-Pro-Met-Ala-
-Glu-Gly-Gly-Gln-Lys—Pro-His-Glu-Val-Val-Lys-Phe-Met—Asp-
-Val-Tyr-Gln-(Arg)-Ser-Phe-X-Arg-Pro-Ile-Glu-Thr-Leu—
-(Val)-X-Ile-X-(Gln)-Glu-Tyr-(Pro)- em que os 4cidos ami-
nados entre paréntesis sZo certos e o sinal -X- indica um
dcido aminado de identidade desconhecida.

- 248 -

Processo para a preparagfo de factor
de crescimento de células endoteliais humanas caracteriza-
do por se proporcionar um vector de express@o replicdvel
com capacidade para expressar a sequéncia de ADN que codifi-
ca para o factor de crescimento de células endoteliais
humanas num hospedeiro adequado, transformar o referido
hospedeiro a fim de obter um hospedeiro recombinante e man-
ter o referido hospedeiro recombinante sob condig¢des que
permitem a expre:zs3o da referida sequéncia de ADNec que
codifica para o referido factor de crescimento de células
endoteliais a fim de produzir o factor de crescimento de
células endoteliais.

- 258 -

Processo de acordo com a reivindicagfo
24 caracterizado por incluir uma fase adicional de recupera-
¢80 do referido factor de crescimento de células endoteliai%
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- 268 -

Processo de acordo com a reivindica-
¢80 25 caracterizado por o referido vector de expressdo ser
um bacteriéfago.

- 278 -

Processo de acordo com a reivindica-
¢do 25 caracterizado por o referido vector de express3o
ser um plasmideo.

- 288 -

Processo para promover a proliferag¢i3o
de células endoteliais c aracéerizado por compreender a apli-
cag8o a tais células de uma quantidade mitogénica de fac-
tor de crescimento derivado de folliculo stellato obtido
de acordo com qualquer das reivindicagBes 1 a 24,

- 298 -

Processo de acordo com a reivindicacg3o
28 caracterizado por as células crescerem numa cultura de
células,

- 308 -

Processo para promover a endoteliali-
zag8o vascular caracterizado por compreender a aplicagfo a
superficies vasculares de unm hospedeiro que necessita de
tal tratamento de uma quantidade de factor de crescimento
derivado de folliculo stellate obtido de acordo com qualquer
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das reivindicag¢des 1 a 24 suficiente para promover a endo-
telializag#o.

- 318 -

Processo de acordo com a reivinddcagfo
30 caracterizado por o factor de crescimento derivado de
folliculo stellate ser aplicado no perfodo pés-operatdrio a
superficies vasculares a seguir a engioplastia de balZo.

- 328 .

Processo de acordo com a reivindicacg3o
30 caracterizado por o factor de crescimento derivado de
folliculo stellate ser aplicado as superficies de vascu-
latura e/ou a superficies de enxertos vasculares durante
ou antes da cirurgia de enxerto vascular,

- 3%a -

Processo de acordo com a reivindicac¥o
30 caracterizado por o factor de crescimento derivado de
folliculo stellate ser administrado a um hospedeiro a se-
guir a infarto do miocédrdio.

- 348 -

Processo para Promover a cicatrizag3o
de feridas caracterizado por compreender a administragfo
@ uma ferida de uma quantidade de factor de crescimento
derivado de folliculo stellate quando obtido de acordo com
qualquer das reivindicagdes 1 a 24 suficiente para promo-

ver angiogénese no local da ferida.
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Processo para a preparacfo de uma com-
posig8o farmaceutica caracterizado por se incorporar como
ingrediente activo factor de crescimento derivado de folli-
culo stellate quando obtido de acordo com qualquer das
reivindicag®es 1 a 6 em conjunto com uma substfncia veicular
farmaceuticamente aceitdvel.

- 368 -

Processo para a preparagdo de uma com-
posicg¥8o farmaceutica caracserizado pPor se incorporar como
ingrediente activo factor de crescimento derivado de folli-
culo stellate quando obtido de acordo com a reivindicacgo
13,

- 378 -

Processo para g Preparag8o de uma com-
posig8o farmaceutica caracterizado por se incorporar como
ingrediente activo factor de crescimento derivado de
folliculo stellate quando obtido de acordo com & reivindi-
cag8o 7 em conjunto com uma substfncia veicular farmaceu-
ticamente aceit4vel.

- 388 -

Processo de acordo com a reivindica-
¢80 37 caracterizado por a referids composig8o ter como
substdncia veicular uma substfncia veicular parenteral.

A requerente reivindica as prioridades
dos pedidos norte-americanos apresentados em 24 de Margo

- 175 -




de 1989, 2 de Maio de 1989 e em 1 de Junho de 1989, sob os
nimeros de série 328,181, 346,165 e 360,235, respectivamente.

Lisboa, 23 de Margo de 1990
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE IND USTRIAL

! —_—
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RESUNO

"PROCESSO PARA A PREPARAGX0 DE FACTOR DE CRESCIMENTO DE
CELULAS ENDOTELIAIS E DE COMPOSIGOES FARMACEUTICAS QUE O
CONTEM"

A inveng#o refere-se a um processo
para a preparagfio de factor de crescimento derivado de fol-
liculo stellate (FSAGF) substancialmente puro sob forma iso-
lada que compreende as fases de:

(a) proporcionar uma amostra biolégica que contenha
FSAGF;

(b) extrair a porgZo solubilizada da amostra;

(c) purificar parcialmente o FSAGF a partir do extracto
usando uma fase de precipitag¢Bo por um sal em meio
aquosos

(a) fraccionar o extracto purificado usando ocromatogra-

fia de afinidade por meio de fracg3es de heparina
"ligadas a um suporte insolyvel como fase estaciond-
ria e empregando uma fase mével de gradiente num
sal de concentragBo em sal crescente;

(e) fraccionar o extracto usando cromatografia de ex-
clusdo em gelj

(£) fraccionar a amostra usando cromatografia lfquida; e

(g) purificar o extracto usando cromatografia lfquida
de alta efici@ncia de fase inversa.
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