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MERREL DOW PHARMACEUTICALS INC,

"Procegso para a extrac¢do e purificagao de um
principio anticoagulante a partir da sangues-—
suga sul-americana, "Haementeria Ghilianii""

AMBITO DA INVENCZO

A presente invengao refere-se a uma substincia proteica
que possui actividade de inibigao do Factor Xa € ao processo
para o seu isolamento a partir da saliva das gl&ndulas sali-

vares da sanguessuga Haementeria ghilianii, utilizando técni-

cas de separacgao cromatogréifica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os anticoagulantes constituem agentes terap&uticos fteis
para o tratamento farmacolégico de, por exemplo, trombose ve-
nosa aguda, embolia pulmonar, embolizagao arterial aguda das
extremidades, enfarte do miocirdio e coagulagao intravascular
disseminada. Pensa-se que a administragao profiléatica de anti-
coagulantes evita a repetigao da embolia em pacientes com doen-
gas cardfacas arterioscleréticas ou reumdticas e que evita di-
versas complicagoes tromboembblicas em cirurgia. A administra-
ca3o de anticoagulantes também & prescrita para o tratamento de
doengas cerebrovasculares e das artérias coronadrias. A trombose
arterial, particularmente nas artérias que alimentam o cérebro
e o musculo cardiaco constitui uma das principais causas de
morte.

A coagulacao sanguinea depende de diversas enzimas e de

cofactores e faz-se por duas vias separadas, as vias intrinseca



e extrinseca. Na via intrinseca ou em cascata, todos os facto-
res estao presentes no sangue em circulagdo, mas a coagulagao
por este mecanismo, uma vez iniciada, leva diversos minutos

a completar-se. Na via extrinseca sao libertados pelas célu-~
las danificadas diversas lipoprotefnas, isto &, Factor III,
que normalmente nao esti presente no sangue em circulagao,
iniciando-se a coagulagao ao fim de alguns segundos. Estas
vias convergem num ponto do processo de coagulagao em que o
Factor Xa em conjunto com o Factor V e o iao de cédlcio formam
um complexo de proti;rombinase que catalisa a conversao de pro-
trombina em trombina. Deste modo, o Factor Xa é de importéan-~
cia vital nas duas vias de coagulagao e a sua inibigao deveré

reduzir a coagulacao sangufnea independentemente da causa.

Apesar de serem conhecidos diversos inibidores do Factro Xa,
esses inibidores ou sao da classe das clorocetonas, que sao
bastante téxicas, ou sao inibidores nao espec{ficos de serina-
-proteases. Deste modo, um inibidor especifico e nao tdxico
de Factor Xa teria um importante valor terapéutico.

As sanguessugas tém sido utilizadas em medicina desde
a Antiguidade. A utilizacao medicinal de sanguessugas nos
principios do século XIX quase provocou a extingao da espécie

Hirudo medicinalis e obrigou a Rissia a impor quotas para a

sua exportagao. Mais recentemente tem-se estudado cientifica-
mente as secreqaes das sanguessugas e descobriu-se que contém
uma diversidade de produtos biolbégicos que possuem um largo
espectro de actividades bioquimica e farmacoldgica tais como
propriedades anticoagulantes, antimetastésicas, anestéticas,

antibiéticas e vasodilatadoras. Por exemplo, a Hirudina iso-



lada a partir das glé&ndulas salivares da sanguessuga Hirudo

medicinalis constitul o mais especifico e poderoso inibidor

de trombina conhecido. Por isso, a Hementina que & isolada a

partir das glédndulas salivares da sanguessuga Haementeria

ghilianii & uma enzima fibrinogenol{tica com um peso molecular
elevado. Trata-se do reconhecido principio anticoagulante des-
ta sanguessuga. Esta enzima degrada o fabrinogénio e a fibrina
em vez de activar o sistema fabrinolitico do hospedeiro ou de
inibir o sistema de coagulagao.

A Requerente identificou e isolou a partir da saliva e
dos extractos de tecidos das glandulas salivares da sanguessuga

Haementeria ghilianii uma substfncia proteica que constitui um

inibidor especifico do Factor X, e que é Gtil para inibir a

coagulagdo do sangue.

SUMARIO DA INVENCZAO

A substéncia proteica com actividade inibidora do Factor
Xa, originada e isolada a partir das gléndulas salivares da

sanguessuga Haementeria ghilianii, & um agente anticoagulante

util. Isola-se a substéncia submetendo a saliva ou o extracto

das glandulas salivares da sanguessuga Haementeria ghilianii

a separagao cromatografica utilizando uma resina de permuta
anibénica e eluindo com um gradiente salino crescente. As frac-
goes que possuem elevada actividade inibidora do Factor Xa e
elevada actividade anticoagulante sao depois submetidas a cro-
matografia liquida de alta pressao de fase inversa (HPLC) para
purificar melhor a substancia que possui actividade inibidora

do Factor Xa.



DESCRIGAQ PORMENORIZADA DA INVENGZAO

O termo "saliva" aqui utilizado refere-se nao sé &
saliva (ou secrqués salivares) mas também ao tecido homoge-~
neizado obtido a partir de toda a sanguessuga e bem assim qual-
quer parte da sanguessuga, particularmente a partir das glandu-
las salivares. O termo "saliva" engloba também qualquer iso-
lado da saliva, desde que, com & evidente, o isolado ou o homo-
genato de tecido contenham a substancia proteica da presente
invencao, possuindo actividade inibidora do Factor Xa. Também
& possivel encontrar uma substincia proteica com actividade
idéntica & substl@ncia da presente invencao, na saliva de outras

espécies de Haementeria tal como H.officinalis.

Admite-se que a substaéncia proteica da presente invengao
possuindo actividade inibidora do Factor Xa seja constitufda
por diversas sequéncias de proteinas afins, sendo pelo menos
duas destas proteinas as principais responséveis pela activi-
dade inibidora do Factor Xa . Para os objectivos da presente
invencao consideram-se englobadas todas as proteinas/peptidos
que possuam actividade inibidora do Factor Xa’ isto &, que
apresentem um valor IC50 de pelo menos 1000 nM, individualmente
ou em associagdo, tal como a associac¢ao isolada pelo processo
da presente invengao a partir da saliva da sanguessuga

Haementeria ghilianii. A Requerente pretende especificamente

abranger a subst@ncia proteica da presente invengao, quer esta
seja obtida por sintese sequencial e de blocos quer seja obtida
por clonagem e expressao de genes.

Apesar de nao ser ainda conhecida a sequéncia completa

de amino4cidos para estes peptidos, foram j& determinadas algu-



mas propriedades. Os peptidos que constituem a subst8ncia pro-
teica da presente invengdo t8m um peso molecular de aproxima-
damente 18 Kdal e n3o sao altamente glicosilados. Embora pos-
sam estar presentes alguns grupos agficar, a Requerente desco-
briu que o peso molecular aparente nao varia significativamente
com a concentragao do gel de poliacrilamida no ensaio em SDS-
~-PAGE (electroforese em gel de poliacrilamida/dodecilsulfato
de sbédio), sugerindo a falta de grupos glicosilo significati-
vos nos peptidos. A Requerente descobriu também que cada pep-
tido tem cerca de 6 resfiduos alanina, 5 resf{duos metionina,
12-14 resfduos lisina, 18-21 residuos arginina e 16-17 residuos
prolina e uma fraca abundéncia de residuos arométicos, por
exemplo, 4 residuos fenilalamina e 6 resfduos tirosilo, ao efec-
tuar a anilise dos aminohcidos. A informacao mais exacta sobre
a composicao, tal como o nfmero de resfduos de cisteina/cistina
e de triptofano, aguarda a disponibilidade de maiores quanti-
dades de peptido e a andlise sequencial.

Nesta memdria descritiva utilizam-se as seguintes abre-

viaturas normalmente utilizadas para os aminoécidos:

Ala (ou A) - alanina

Arg (ou R) - arginina

Asx - asparagina e/ou &cido aspértico
Gly (ou G) - glicina

His (ou H) =~ histidina

ILeu (ou L) - leucina

Lys (ou K) - lisina

Met (ou M) = metionina

Phe (ou F) - fenilalanina



Pro (ou P) - prolina
Ser (ou S) - serina

Thr (ou T) =~ treonina
Tyr (ou Y) - tirosina

Val (ou V) - valina

A substlncia proteica da presente invengao que possui
actividade inibidora do Factor Xa pode, tal como muitas pro-
teinas/peptidos, formar sais farmaceuticamente aceitéveis com
&dcidos orginicos ou inorgfnicos nao téxicos. Os exemplos ilus-
trativos de &4cidos inorginicos que formam sais adequados en-
globam os &cidos clorfidrico, bromidrico, sulfurico e fosférico
e sais Acidos de metais tais como o ortofosfato de mono-hidro-
génio e sbédio e o sulfato de hidrogénio e potéssio. Os exemplos
ilustrativos de 4cidos orgénicos que proporcionam sais adequa-
dos englobam os Acidos mono-, di~ tri-carboxilicos. Sao exem—
plos desses 4cidos, por exemplo, os Acidos acético, glicédlico, l&tico,
pirtivico, maldnico, succinico, glutérico, fumirico, mllico,
tartirico, citrico, ascdédrbico, maleico, hidroximaleico, benzdico,
hidroxibenzdico, fenilacético, cinamico, salic{lico, 2-fenoxi-
benzbico e também os &cidos sulfdnicos tais como o &cido metano-
-sulfdnico e o &4cido 2-hidroxietano-sulfbdnico. Os sais de radi-
cal aminoicido carboxi-terminal englobam os sais de &cido car-
boxilico nao tdxicos formados com quaisquer bases inorginicas
ou orgénicas adequadas. A titulo ilustrativo, estes sais englo-
bam os de metais alcalinos, por exemplo, sédio e potéssio; de
metais alcalino-terrosos, tais como o chllcio e magnésio; de
metais leves do grupo IIIA incluindo o aluminio; e de aminas

orgldnicas primérias, secundérias e terciérias, tal como, por



exemplo, trialquil-aminas, incluindo trietilamina, procaina,
dibenzilamina, l-etenamina, N,N'-dibenzil-etilenodiamina,
di-hidro-abietilamina, N-(alquil inferior)-piperidina e,
quaisquer outras aminas adequadas.

A dose anticoagulante da substancia proteica da presente
invengao, possuindo actividade inibidora do Factor Xa, esta
compreendida entre 0,2 mg/kg e 250 mg/kg de peso do corpo do
paciente por dia, dependendo, por exemplo, do paciente e da
gravidade do estado trombotico que se pretende tratar. A dose
adequada para um paciente particular pode ser facilmente de-
terminada. Tipica e prefencialmente administrar-se-a entre 1 e
4 doses di&rias contendo entre 5 mg e 100 mg de ingrediente
activo por dose. A concentragao da subat@ncia proteica da
presente invengao, possuindo actividade inibidora do Factor
Xa, necesslria para inibir o Factor Xa quando utilizada para
inibir a coagulagao do sangue ou o Factor Xa num meio tal como
o sangue armazenado, pode ser facilmente determinada pelos
especialistas na matéria.

A terapia anticoagulante e prescrita para o tratamento
e prevencao de diversos estados trombdticos, particularmente
no caso de doengas cerebrovasculares e das artérias coronérias.
Os especialistas nesta matéria sd3o facilmente alertados para
as circunstfncias que lhe exijam uma terapia anticoagulante.

O termo "paciente" aqui utilizado abrange mamiferos tais como
os primatas, incluindo seres humanos, ovinos, equinos, bovinos,
suinos, caninos, felinos, ratos e murganhos. A inibigao do
Factor X, & 0til nao sé na terapia anticoagulante em individuos
com estados trombdéticos, mas também é Util sempre que seja ne-

cesséria a inibicgao da coagulagao do sangue tal como sucede



quando se pretende evitar a coagulagao de sangue integral ar-
mazenado e quando se pretende evitar a coagulagao em outras
amostras bioldgicas para ensaio ou para armazenamento. Assim,
pode adicionar-se a substancia proteica da presente invengao,
possuindo actividade inibidora do Factor Xa’ a qualquer meio
que contenha ou que se suspeite que contenha Factor Xa, ou
pode simplesmente promover-se o contacto entre ambos, desde
que se pretenda inibir a coagulacao do sangue.

Apesar de a substlncia proteica da presente invengao,
possuindo actividade inibidora do Factor Xa’ poder sobreviver
4 passagem através do intestino apds administragao oral, a
Requerente prefere a administragao nao oral, por exemplo, a
administragao subcuténea, intravenosa, intramuscular ou intra-
peritoneal; administragao por injecgao de aglomerag@o; ou por
preparacdo de implantagao.

Para administragao parentérica & possivel administrar a
subst&ncia proteica da presente invencao que possui actividade
inibidora do Factor Xa sob a forma de uma dosagem injectével
de uma solugao ou suspensdo da substlncia num diluente fisio-
logicamente aceitével juntamente com um veiculo farmacéutico,
o qual pode ser um liquido esterilizado tal como &gua e bleos,
com ou sem a adicao de um agente tensioactivo e de outros adju~-
vantes farmaceuticamente aceitéveis. Os exemplos ilustrativos
de 6leos que é possivel utilizar nestas composigoes sao os
derivados de petrdleo, Sleos de origem animal, vegetal ou sin-
téticos, por exemplo, 6leo de amendoim, 6leo de soja e bleo
mineral. Em geral, a &gua, as solugoes salinas, as solugoes
aquosas de dextrose e solugoes de aglcar afins, etanol e gli-

cois tais como propilenoglicol ou polietilenoglicol sao os



veiculos liquidos preferidos, particularmente para solugoes
injectéiveis.

A substéncia proteica da presente invengdo que, possui
actividade inibidora do Factor Xa’ pode ser administrada sob
a forma de uma injecgao de aglomeragao ou através de uma pre-
paracao de implantacao, as quais podem ser formuladas de modo
a permitir uma libertagdo controlada do ingrediente activo. O
ingrediente activo pode ser comprimido em gréanulos ou em pe-
quenos cilindros que sao implantados subcut&nea ou intramus-
cularmente sob a forma de composigoes para implantagdo ou de
injecgoes de aglomeragao. As implantagoes podem utilizar ma-
teriais inertes tais como polimeros biodegrad&veis ou silicones
sintéticos, por exemplo, "Silastic", borracha de silicone ou
outros polimeros preparados pela "Dow-Corning Corporation".

A substfncia proteica da presente invencao & preparada
a partir da saliva de sanguessugas. O extracto de gléandulas
salivares, quer das gléndulas salivares anteriores quer das
posteriores quer de ambas de H. ghilianii, para utilizagao na
obtencao e purificagdo da subst&ncia proteica da presente in-
vengdo, pode ser obtido por vérias vias, tal como a remogao
cirfirgica das gl&ndulas e sua homogeneizagao, extraindo o
homogenato de tecido com, por exemplo, uma solucao de sulfato
de amdénio ou de outros sais, tais como cloreto de sdédio ou
tampoes, ou com acetona, e concentrando ou desidratando o ex-
tracto, ou submetendo a ultracentrifugagao o homogenato de te-
cido. Depois, submete-se o extracto de gléndulas salivares
bruto resultante a cromatografia convencional para se isolar
a porgao que possui actividade anticoagulante e inibidora de

FXa. A Requerente utilizou cromatografia sobre DEAE-celulose,



uma resina de permuta anidnica e sobre uma resina de agarose-
-heparina, eluindo com gradiente salino de cloreto de sédio
linearmente crescente. Como & evidente, & possivel utilizar
outras resinas e realizar a eluic¢ao com outros sais com vAarios
gradientes ou com misturas ou dissolventes orglnicos e utili-
zando caudais na coluna vari&veis para isolar a porg¢ao que tem
actividade inibidora do Factor Xa e anticoagulante, pelo pro-
cesso usual.

Depois submete-se o extracto de gléndulas salivares
purificado resultante, a um passo de cromatografia de afinida-
de utilizando Factor Xa’ tal como o Factor Xa de bovinos, li-
gado a uma resina para cromatografia, tal como as resinas vul-
garmente utilizadas em cromatografia de afinidade tendo grupos
qufmicos disponiveis para ligagao ao factor X . A Requerente
utilizou Affi-Gel-15, uma resina que contém éster N-succimi-
dilico fornecida pela Bio-Rad Corporation. Com esta resina o
Factor Xa pode ser ligado fazendo a incubagao da resina junta-
mente com o Factor Xa associado ao &cido 4-morfolino-propano-
-sulfdénico e subsequentemente com etanolamina. Submete-se a
cromatografia o extracto de glandulas salivares purificado,
utilizando esta resina e eluindo com HEPES, &cido 4-(2-hidro-
xietil)-l-piperazina-etano-sulfénico, que contém o inibidor de
serina-protease reversivel de sitio activo, benzamidina, e re-
colhendo a porcao que possui actividade anticoagulante e ami-
dolitica. Para um especialista na matéria & fhcil conceber
diversas variacoes convencionais desta técnica de cromatogra-
fia por afinidade.

Depois, purifica-se a substdncia proteica bruta resul-

tante que possul actividade inibidora do Factor Xa' Esta puri-



ficagao pode ser realizada por qualquer processo convencional
tal como a cromatografia de fase inversa, um tipo de cromato-
grafia em que a fase estacionéria & nao polar e a fase de elui-
gd8o & polar. A fase estaciondria € tipicamente uma cadeia hi-
drocarbonada quimicamente ligada a uma superficie inerte, tal
como o vidro, e a fase de eluigcao & uma solugao aquosa de me-
tanol, acetonitrilo ou propanol. No caso de cromatografia por
interacg¢ao hidrofébica, a fase estacionéria & nao polar e a
fase de eluicao & polar, tal como A&gua ou tampao aquoso. A Re-
querente utilizou uma resina do tipo C-18, isto &, uma resina
em que o hidrocarboneto ligado & resina sblida & essencialmente
um hidrocarboneto com 18 Atomos de carbono, tal como "Aquapore
RP-300", resina C-18, eluindo com gradiente linearmente cres-
cente de uma solucdo aquosa de acetonitrilo, que contém Acido
trifluoroacético. Todavia, outras colunas adequadas podem en-—

globar resinas 03, Cq, 06, 08, etc.

EXEMPLOS

Seguidamente ilustra-se a presente inveng¢ao com exemplos

nao limitativos.
EXEMPIO 1

Preparacao da Subst@ncia Inibidora de FX a partir
de Extracto de Glandulas Salivares de H.o Ghillianii
e sua Caracterizacao

Ensaios de Coagulacao, Cromogénicos e Fibrinogeno-
1liticos

Procedeu-~se a ensaios de coagulagao num sb passo para
determinar o tempo necessirio & formagao de protrombina e rea-
lizou-se o controlo espectrofotometricamente com um crondémetro

de coagulacdo autom&tico Electra 800 (Medical Laboratory



Automation, Inc.), utilizando programas normalizados e reagentes
recomendados pelo fabricante. Sucintamente, adicionou-se a lOO’Pl
de plasma humano normal citrado diversas quantidades de (i) um

extracto bruto de tecido das gléndulas salivares de Haementeria

ghilianii em HEPES 20mM, NaCl 0,15 M, CaCl, 2,5 mM, pH 7,4,
(ii) fracgoes cromatogréificas de extracto de glandulas sali-

vares de H.ghilianii em tampao de eluigao em coluna ou (iii)

inibidor de FXa purificado obtido a partir de gl&ndulas sali-

vares de H.ghilianii em HEPES 20mM, NaCl 0,15 M e CaCl2 2,5 mM,

pH 7,4. Fez-se a determinacao dos tempos de coagulagao apds a
adigao de 200‘yl de reagente tromboplastina (DADEG%contendo
CaCl2 11,6mM. Os ensaios cromogénicos de FXa e as actividades
amidoliticas datrombina foram efectuados em placas de micro-
titulagao de 96 cavidades (Accurate Chemical and Scientific
Corp., Westbury, NY) com acetato de metoxi-carbonil-D-ciclo-
-hexil-glicil-glicil~arginina~-p-nitroanilida e com acetato de
H-D-hexa=hidrotirosil~I~alanil-I~arginina-p-nitroanilida, res-
pectivamente., Nestes ensaios adicionou-se entre 0,15el6 ng de
enzima em 25,Pl de HEPES 20mM e NaCl 0,15 M, pH 7,4 (tampao de
ensaio) a 25,Pl de tampao de ensaio seguindo-se a adicao de
BO.Pl da amostra do inibidor apropriado. As solugoes foram in-
cubadas durante 10 minutos & temperatura ambiente e o ensaio
comegou com a adigao de lOO‘yl de substratos cromogénicos c~m

4 M. As actividades amido-

uma concentragao final de 2,5 x 10~
liticas na aus@ncia e na presenga de inibidor foram controla-
das espectrofotometricamente pela absorvancia de p-~nitroanilida
a 405 nm com um equipamento EL309 Microplate Autoreader (BIOT-

~TEK Instruments) fazendo-se registos com intervalos de 1 minu-

to.
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Preparou-se fibrinogéneo (humano) marcado com 125I confor-
me descrito por Knight et al., Thromb. Haemostas (Stuttgart) 46,
1981, 593-596. Misturou-se fibrinogéneo (5 mg) em 5 ml de Tris-
-HC1 50mM, NaCl O0,1M, e citrato de sédio 0,025M, pH 7,9, com
500 ui de Nal2271 (New England Nuclear, Boston, MA) com 5 ul de
veficulo NalI a 0,045% num tubo de pléstico para cultura e arrefe-
ceu-se sobre gelo. Para se iniciar a reacgao transferiu-se a mis-
tura para um tubo arrefecido com 100 ug de iodogéneo e agitou-se
suavemente em banho de gelo durante 1 hora. Para interromper a
reaccao de radioiodagao faz-se a decantagao da solugdo proteica
para o interior de um tubo de pléstico para cultura para separar
o iodogéneo dos reagentes. Depois adiciona-se & amostra BSA
(5 mg) e a seguir fracciona-se a solugdo numa coluna de 0,5 x 12
ml de Biogel P-2 equilibrada com Tris-HC1l 0,05M e NaCl 0,1M,
pH 7,9, para separar qualquer 1251 livre do fibrinqgéneo que
marcado com 1251. A radioactividade especifica & de 1,9x108dpm@g.
O ensaio fibrinogenolitico baseou-se na capacidade da

hementina (S.M. Malinconico, et al., J. Lab. Clin. Med., 103,

1984, 44-58), em fracgoes cromatogré&ficas para degradar o
fibrinogéneo marcado com 125I para originar peptidos marcados
com 125I solGveis em Acido tricloroacético. Neste ensaio fez-
se a incubacgao de 100 ul das fracgoes cromatogréficas de
DEAE-5PW com 50 ug de fibrinogéneo marcado com 1251 em 227 ul
de Tris-HC1l 50mM e NaCl 0,1M, pH 7,9; ajustou-se a mostra
para 10mM em CaCl2 e depois incubou~se durante a noite a 3700.
Adicionou-se 100 ul de BSA (3 mg/ml) em tampao de incubagao
seguindo-se a adigdo de 427ul de 4cido tricloroacético a 20%

(TCA) arrefecido com gelo. As amostras foram colocadas sobre
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gelo durante 2 horas, submeteram-se a centrifugacao e deter-
minou~se a radioactividade nos granulos e nos sobrenadantes
fazendo a contagem de raios gama. Exprime-se a actividade
fibrinogenoli{tica pela proporgao entre a contagem feita para
a composicao solfivel em TCA e a contagem feita para a compo-

sicao insolfivel em TCA (TCA sol/TCA ppt).

Preparagao de Extracto de Glindulas Salivares. Fez-se a

maceraqao de glandulas salivares de H. ghilianii, corresponden-
tes a 50 unidades de actividade de hementina (49 unidades/mg

de protefna) (S.M. Malinconico et al., J. Lab. Clin. Med., 103,

1984, 44-58) com uma vareta de vidro num balao de vidro de 3ml
Reactiv-Vial (Pierce Chemical Co.) contendo 2ml de HEPES 20mM, pH7,8
(tampao de extracgdo). Colocou-se o balao sobre gelo e subme-
teu-se o seu conteltdo a uma ponta de uma microsonda de ultra-
sons (Branson Sonic Power Supply) com impulsos de poténcia com
duracao de 30 segundos utilizando uma taxa de ocupagao do ciclo
de 30% e o nivel 3 de poténcia. Submeteu-se o balao a centrifu-
gagao durante 5 minutos a 3750 rpm, recolheu-se o sobrenadante
e depois submeteu-se a nova centrifugagao a 8500 rpm num cen-
trifugador de bancada de Eppendorf. Com o agregado do primeiro
passo de centrifugacao fez-se nova suspensao em 2ml de tampdo
de extracgao e repetiu-se o procedimento anterior. Os sobre-~
nadantes resultantes das duas extracqaes por ultra-sons foram

depois combinados e utilizados imediatamente para purificagao.

Preparacao de FX_ de Bovino em Matriz de Afinidade sobre

Affi-Gel-15

Fez-se o acoplamento de FXa de bovino a Affi-Gel-15 por



incubagao de 2 mg de enzima purificada em 2 ml de 4cido 4-mor-
folino~-propano-sulfénico (MOPS), pH 7,5 (tampao de acoplamen-
to) com 2,5 ml de resina a 4°C durante a noite. Procedeu-se a
lavagem intensa das pérolas e depois fez-se nova suspensao em
3 ml de tampao de acoplamento. Seguidamente, fez-se reagir no-
vamente as pérolas com 0,3 ml de etanolamina 1 M, pH 8,0 du-
rante a noite, a temperatura de 4°C, depois lavou-se intensa-
mente com HEPES 0,05 M, NaCl 0,1 M, pH 7,5, contendo 0,1% de
Tween 20.

Purificacao do Anticoagulante de FXa. Fez-se a aplicacao

de extracto de glandulas salivares contendo 4 mg de proteina

soltivel em 4 ml de tampao de extracgdo, sobre uma coluna de
permuta aniénica de DEAE-S5PW (Waters Associates) (0,46 x 7,5 cm)
equilibrada com HEPES 20 mM, pH 7,8 (tampao A). Depois proce-
deu-se & eluigao das proteinas com gradiente linear de NaCl
variando desde 100% de tampdo A (condicoes iniciais) até 100%
de tampao B (tampao A contendo NaCl 0,5 M) durante 60 minutos.

O caudal foi de 1 ml/minuto. Procedeu-se & combinagao das frac-
coes de eluigd@o entre NaCl 0,1 M e NaCl 0,20 M contendo simul-
taneamente actividade anticoagulante e actividade anti FXa (ver
fig. 2), diluiu~-se com tampao A para se obter uma condutivi-
dade < 10 mS/cm e depois adicou-se a uma coluna de heparina-
-agarose de 0,5 x 5 cm (Bethesda Research Laboratories Life
Technologies, Inc.). Na figura 3 apresentam-se os resultados

da purificagao adicional das fracgoes de DEAE com principio
activo anticoagulante, sobre heparina-agarose. Lavou-se in-
tensamente a coluna com tampao A e depois fez-se a eluigao com
gradiente salino linear; o gradiente variou entre 100% de tampao

A e 100% de tampao B (tampdo A + NaCl 1 M), durante 75 minutos.
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0 caudal fol de 1 ml/minuto. Em algumas aplicagoes recuperou-
-se o principio activo anti-FXa fraccionando as proteinas
sobre uma coluna de FX  de bovino em Affi-Gel-15 (figura 4).
Os extractos brutos ou as fracgoes cromatogrificas com acti-
vidade anticoagulante foram ajustados com Tween 20 a 0,1% e
procedeu-se ao fraccionamento por cromatografia de afinidade
numa coluna com um volume do leito de 2 ml de FXa de bovino

em Affi~-Gel-15. Lavou-se intensamente a coluna com HEPES 0,05 M,
NaCl 0,1 M, pH 7,5, contendo 0,1% de Tween 20 e procedeu-se &
eluigcao das proteinas com HEPES 0,05 M, Tween 20 a 0,1%, pH
7,5, contendo benzamidina 0,1 M. Os ensaios de coagulagao e
amidéliticos foram efectuados sobre diluicoes a 1/500 das frac-
coes recolhidas. Elui-se a coluna com um caudal de 4 ml/hora.
O fraccionamento final dos principios activos anticoagulantes
e amidol{ticos efectuou-se numa coluna de fase inversa C-18
Aquapore RP-300 de 2,1 x 30 ml, utilizando-se o sistema de
separagao de proteinas/peptidos Applied Biosystems Model 130.
Procedeu~-se & eluicao das proteinas com gradiente linear de
acetonitrilo; o gradiente variou desde 100% de tampao A (01,%
de &c¢ido trifluoroacético em H2O até 100% de tampao B (0,07%
de 4cido trifluoroacético/ 70% acetonitrilo/ 29,93% de H,0),
durante 40 minutos. Durante a noite procedeu-se & secagem das
fracgoes (ver figura 5) que continham a protefna, num sistema
de vaiio rapido Savant. Dissolveu-se novamente as amostras em
dcido trifluoroacético a 0,1% em H,0 e fez-se a anélise de di-
versas aliquotas através da micro-sequenciagdo em fase gasosa
por electroforese em gel de poliacrilamida/SDS, procedeu-se a

anflise de aminoAcidos e 4 pesquisa dos principios activos



anticoagulantes e amidoliticos.

Electroforese Analitica em Gel de Poliacrilamida

Colocou-se numa unidade de electroforese Mighty Small
(Hoefer Scientific Co.) geles de poliacrilamida (8 x 8 cm e
1 mm de espessura) a 20% e a 12% em acrilamida contendo 3% de
gel de filtragao e foram submetidos a uma corrente constante
de 10 mA/gel. Os geles continham Tris-HCl 0,25 M a pH 9,0 e
0,1% de dodecilsulfato de sbédio (SDS). Efectuou-se a electro-
forese em Tris-HCl 25 mM, em glicina 0,2 M e em SDS a 0,1%,
pH 8,4. As amostras secas foram dissolvidas em BS,PI de Tris-
-HC1 10 mM a pH 6,8, em SDS a 1%, em sacarose a 20%, em EDTA
1 mM em ureia 6 M, em 2-mercapto-etanol a 1% e em azul de
bromofenol a 0,0%%; antes da electroforese as amostras foram
aquecidas a 60°C durante 15 minutos. Os geles foram fixados e
as protefnas detectadas por coloragao com prata de acordo com

o procedimento de Merrill et al., Anal. Biochem., 105, 1980,

361, Os pesos moleculares aparentes das protefnas foram deter-
minados por extrapolagao a partir do grifico dos logaritmos

dos pesos moleculares em funcao da mobilidade electroforética
das protefnas padrao. As proteinas padrao utilizadas foram fos-
forilase B (94 000), albumina do soro de bovino (67 000), oval-
bumina (43 000), anidrase carbédnica (30 000) &-quimotripsino-
géneo (25 700), inibidor de tripsina de soja (20 000), @-1acto-
globulina (18 #00), X -lactalbumina (14 400), lisozima (14 300),
inibidor de tripsina de bovino (6 200) e insulina (3 000).

Anélise de Sequéncias. Realizou-se um conjunto de degra-

dagoes autom&ticas Edman num sequenciador de proteinas-peptidos

modelo 470A (Applied Biosystems, Inc.) com reagentes, instrugoes



e programas normalizados, fornecidos pelo fabricante. Os amino-
&cidos modificados por fenil-tio-hidatoina foram analisados

em cada ciclo num analisador modelo 120 PHT (Applied Biosystems,
Inc.) directamente em série com um sequenciador de fase gasosa
do modelo 470A,

An&lise de Aminofcidos. Microprovetas do amostrador au-

tom&tico (Hewlett Packard) utilizadas com tubos de hidrélise,
foram submetidas & acgao de ultra-sons em metanol e depois aque-
ceu-se numa estufa a 500°C durante 4 horas. Procedeu-se & hidré-
lise dos peptidos por hidrélise em fase gasosa num equipamento
Picotag Workstation (Waters Associates) a 105°C durante 20
horas com 2OO,P1 de HC1l em ebuligao constante (Pierce Chemical
Co.) contendo algunsmicrolitros de fenol liquefeito (MCB). As
amostras hidrolizadas foram submetidas a secagem num concentra-
dor de vazio r&pido "speed vac" (Savant), procedeu-se 3 sua
dissolugao num pequeno volume (tipicamente lS—}O‘Pl) de HC1
0,1 N e procedeu-se & colocagao num amostrador automitico modelo
1090 da HPIC (Hewlett Packard). Realizou-se a an&lise de amino-
fcidos utilizando o analisador Aminoquant da Hewlett Packard
na sua configuragao de alta sensibilidade (deteccao por fluores-
cénecia). Efectuou-se a determinacao dos aminoicidos apéds modi-
ficacao numa coluna prévia, primeiro com O-ftaldeido (OPA) para
os amino&cidos primérios e depois com cloroformato de 9-fluore-
nil-metilo (FMOC) para os aminoicidos secundédrios. Os amino-
4cidos modificados foram separados por HPLC de fase inversa
utilizando colunas, reagentes e instrugoes fornecidos pelo fabri-

cante, Este sistema quantifica com excatidao 1-500 pmoles de

massa aminoacilo.
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A Figura 1 mostra a actividade anti-FXa nos extractos
brutos de gléndulas salivares de H. ghilianii. O principio
activo inibe simultaneamente o factor FX de bovino e humano
(ver a insercao), mas nao inibe as trombinas de bovino e de
seres humanos (dados nao apresentados).

A Figura 2 mostra a cromatografia de 4 mg de extracto
de proteinas soldveis por permuta anidnica sobre DEAE. Os prin-
cipios activos anticoagulantes e inibidor de FX, eluem conjun-
tamente entre NaCl 0,1 M e NaCl 0,16 M (painel A) para as frac-
goes 30-35. O principio activo fibrinogenolitico, sem principio
activo anti-FXa, elui para uma concentragao superior a NaCl
0,20 M (painel B) para as fracgoes 37-44 (&rea tracejada). Este
material proporcionou lises de coigulos (fibrina), degradou
fibrinogéneo marcado com 1251 (figura 2, painel B) e verifi=-
cou-se que degradava as cadeias, Q(,,PwaXde fibrinogéneo puri-
ficado pelo ensaio SDS-PAGE (resultados nao apresentados). A
acclo fibrinogenolitica desta fracgao & atribufda & hementina.
Além disso, as fracgoes com principio activo anti-FX nao de-—
monstraram qualquer actividade fibrinogenolf{tica. Tomando como
base os resultados das Figuras 1 e 2, o inibidor cuja eluigao
ocorre entre NaCl 0,1 M e NaCl 0,16 M nao & devido a hirudina

de Hirudo medicinalis (J. Dodt, et al., Biol Chem. Hoppe-Seyler,

266, 1985, 379-385) ou & hementina, o componente fibrinogenol{-

tico da Haementeria ghilianii (S.M. Malinconico, et al., J. Lab.

Clin. Med., 103, 1984 44-58). Conforme se mostra na Figura 2,

25‘p1 das fracgoes que possuem actividades de pico prolongaram
o tempo de formagao da protrombina 16 segundos e inibiram com-

pletamente 17 ng de FXa no ensaio amidolftico. Tomando como
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0s ensaios do extracto fraccionado em DEAE, a actividade ini-
bidora de FX, é responsével pela principal actividade anti-
coagulante.

As fracgoes anticoagulantes possuindo actividade anti-
-FXa obtidas a partir da coluna DEAE foram reunidas e depois
fraccionadas por cromatografia em heparina-agarose (figura 3).
Os principios activos amidol{ticos anticoagulantes e anti-FXa
eluiram conjuntamente para valores de concentragao de NaCl
entre 0,45 M e 0,55 M. Além disso, 25'Fl de fracgoes que apre-
sentaram actividade anticoagulante de pico prolongaram 17 se-
gundos aproximadamente o tempo de formagdo da protrombina e
inibiram completamente a hidrélise de substracto cromogénico,
provocada por 16 ng de FXa purificado.

Na Figura 4 apresenta-se o fraccionamento dos principios
activos anticoagulantes/anti-—FXa por cromatografia de afini-
dade de FXa sobre Affi-Gel-15. Conforme se indica, os princi-
pios activos anticoagulante e anti-FXa foram elufdos em conjun-
to a partir da coluna com benzamidina 0,1 M, um inibidor de
serina-protease de sitio activo reversivel.

Na Figura 5 mostra-se o fraccionamento adicional do ini-
bidor por HPIC de fase inversa. Conforme se pode observar, fez-
~-se a resolugao de quatro picos secundirios e de dois picos
principais com princ{pio activo anticoagulante distribufdo ao
longo do multipleto de picos. Novo fraccionamento proporcionou
seis picos discretos designados por PO--P5 (ver insercgao). De
entre estes, P4 e P5 demonstraram as principais actividades
anticoagulantes e anti FXa, apresentando os picosPl-P5 activi-

dade. ligeiramente inferior. Nao se detectou qualquer actividade



para PO.

O ensaio SDS-PAGE (acrilamida a 20%) das fracgoes PO-P5
confirmou que estas proteinas possuem mobilidades idé&nticas
com pesos moleculares aparentes de aproximadamente 18 000
(dados nao apresentados). A Figura 6 representa o perfil cro-
matogréfico de P5 em HPIC de fase inversa microporosa., A in-
sergao representa uma preparagao de P5 em SDS-PAGE a 12% (12%
de acrilamida). Este componente puro possui um peso molecular
aparente de 18 000, isto &, o peso molecular aparente do ini-
bidor de FXa purificado nao varia significativamente com a con-
centragao de gel de poliacrilamida entre 12 e 20%, sugerindo
que nao & altamente glicosilado.

A Figura 7 representa um grifico de inibicao de FXa de-
pendente da dose de PS' A concentragao de P5 gque proporciona
metade da inibigao m&xima & 60 picomolar.

No Quadro I apresentam-se composigoes de aminoicidos
das fracgoes PO-P5. Os teores de aminoicidos das fracgoes Pl-P5
apresentaram-se bastante semelhantes relativamente a maioria
dos resfduos com excepgao da fracgao P, e da fracgao P5 que
apresentaram resf{duos Asx e Glx ligeiramente superiores e re-
sfduos Lys e Pro significativamente superiores. A fracgao PO
diferiu significativamente das fracgoes Pl-P5 e o seu teor em
Asx, Glx, Thr, Arg, Val, Met, Ile, Lys e Pro. A menor activi-

P

e P, est4 possivelmente associada com o teor

dade de Pl’ 5 3
significativamente menor de Lys e de Pro. A semelhan¢a global
na composigao, com excepcao dos residuos Lys e Pro, sugere

que as fracgoes Pl-P5 representam protef{nas de sequéncias re-

lacionadas,
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EXPLICACKO DAS FIGURAS

Figura 1.

Inibigao de FXa feita por extracto bruto de glandulas

salivares de Haementeria ghilianii., Adicionou~se aproximada-

mente ll‘pg de extracto de gléndulas salivares (protefna so-
ldvel) a 16 ng de FXa purificado. Incubou-se a amostra durante
10 minutos & temperatura ambiente e determinou-se a actividade
amidolitica apds a adigao de acetato de metoxi-carbonil-D~ciclo-
-heéxil-glicil-glicil-arginina-p-nitroanilida; espectrofotométri-
camente fez-se o controlo de formagao de p-nitroanilido com
registos a 405 nm com intervalos de 1 minuto. Curva superior:
FXa de bovino e substrato cromogénico; curva inferior : FXa
de bovino, extracto de glédndulas salivares e substrato cromo-
génico. Inserg¢ao: (curva superior) FX_ de seres humanos e subs-
trato cromogénico: (curva inferior) FX_ de seres humanos, ex-
tracto de gléndulas salivares e substrato cromogénico. O extrac-
to de glandulas salivares de H., ghilianii nao inibe a hidrélise
de acetato de H-D-hexa-hidro-tirosil-I~alanil-I~arginina-~p-
-nitroanilida provocadas pelas trombinas de bovinos e de seres
humanos (dados nao apresentados).

Figura 2. Fraccionamento de extracto bruto de gléandulas
salivares (4 mg de protefna solfivel) em coluna de permuta anidni-
ca de DEAE de 0,46 x 7,5 cm. Procedeu-se a eluicao das protef-
nas com gradiente linear de NaCl em HEPES 20mM, pH 7,8 (ver
os métodos para os pormenocres). O caudal foi de 1 ml/minuto e
recolheram-se fracgoes de 1 ml., Painel A: Determinou-se a acti-

vidade anticoagulante (cfirculos em branco) atrvés de um ensaio

de coagulagao num sé passo prolongando o tempo de formagao de
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prorombrina. Mediu-se a inibigao de FX, a 405 nm através da
inibicao de formagao de p-nitroanilida (quadrados em branco)
utilizando o substrato cromogénico de acetato de metoxi-carbonil-
-D-ciclo-hexil=-glicil=-glicil-arginina-p-nitroanilida, Painel B:
Este painel representa o perfil de eluicao de proteina de H.
ghilianii determinado por absorgao a 280 nm. A actividade
fibrinogenolitica (também dita fibrinolitica) & representada
pela 4rea a tracejado. A eluicao deste principio activo nio
ocorre em simulténeo com a dos pricipios activos anti_-_FXa ou
anticoagulantes principais.

Figura 3. Fraccionamento do inibidor de FXa parcialmen-
te purificado, por cromatografia em heparina-agarose. As frac-
goes em DEAE de princi{pios activos anticoagulantes e anti-FXa
com eluigao simultinea foram reunidas e carregadas numa coluna
de 0,5 x 5 cm de heparina-agarose. Procedeu-se & eluigao das
proteinas com gradiente linear de NaCl variével até 1 M em
HEPES 20 mM, pH 7,8. O caudal foi de 1 ml/minuto e recolheram-
-se fracgoes de 1 ml. Determinou-se a actividade anticoagulan-
te (circulo em branco) através de um ensaio de coagulagao num
s passo prolongando o tempo de formagao de protrombina. Mediu-
-se a eluicgao de FX_ a 405 nm através da inibigdo da formagao
de p-nitroanilida (quadrado em branco) utilizando o substrato
cromogénico de acetato de metoxi-D-ciclo-hexil-glicil-glicil-
-arginina-p-nitroanilida.

Figura 4. Fraccionamento do inibidor FXa por cromatogra-
fia de afinidade de FX, de bovino sobre Affi-Gel-15. Procedeu-~

~se 4 eluicao das proteinas a partir da coluna com benzamidina

0,1 M. O caudal foi de 4 ml/hora e recolheram-se fracgoes de
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;-
1,2 ml; fez-se o ensaio dos principios activos anticoagulante
(circulos em branco) e anti-F¥_ (c{rculos a cheio) das fracgoes
cromatogréficas com diluigoes a 1/500, conforme se descreveu
antes,

Figura 5. Purificagao do princi{pio anti FX de H. ghilianii;
por HPIC de fase inversa. As fraccoes de pico com pricipios
activos anticoagulante e anti—FXa de eluicao simultfnea foram
fraccionadas por HPLC de fase inversa microporosa sobre uma
coluna de 2,1 x 30 mm Aquapore RP-300. A &rea sombreada mostra
a actividade anticoagulante distribufda através das fracgoes
de pico. A insergao mostra a nova cromatografia da separagao
de fase inversa inicial na mesma coluna. Com a nova cromato-
grafia obtém-se picos discretos naoc sobrepostos. O principio
activo inibidor de FXa principal encontrou-se nas fracgoes P4
e P5 (sombreado carregado); também se detectou actividade nas
fracgoes Pl’ P, e P3 (sombreado ligeiro). Nfo se detectou qual-
quer principio activo na fracgao Py (nao sombreada).

Figura 6. HPLC de fase inversa microporosa da fraccgao
P5.

Procedeu-se a determinacao da absorvéncia a 214 nm para
a proteina P5 de He.ghilianii. A insergcao mostra uma prepara-
cao de SDS-PAGE (acrilamida a 12%) da fracgao P5 isolada por
HPIC de fase inversa microporosa. A pista a representa as pro-
tefnas de peso molecular normalizado e a pista b representa a
proteina P5 purificada. As proteinas foram detectadas por colo-
racao com prata de acordo com o processo de Merrill et al.

Figura 7. Testou-se a capacidade de inibigao de FXa

(0,15 ng) dependente da dose, de P5 purificada, para as concen-



tragoes indicadas, através da sua capacidade para inibir a
hidrélise do acetato de metoxi-carbonil-D-ciclo=-hexil-glicil-
-glicil-arginina-p-nitroanilida. Fez-se a determinagao da for-

magao de p-nitroanilida a 405 nm.
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QUADRO I

An&lise dos amino4cidos? das fracgodes PO-P5 obtidas a

partir de extractos de glidndulas salivares de Haementeria

Ghilianii por HPIC de fase inversa microporosa

22138- P5 P4 P3 P2 Pl PO
Asx 17 18 14 16 17 11
Glx 22 24 19 19 20 14
Ser 9 10 7 8 8 7
His 2 2 2 2 2
Gly 14 18 13 13 14 10
Thr 9 10 10 10 11
Ala 6 6 6 6 6 6
Arg 18 20 18 19 21 13
Tyr 6 6 6 6 6 5
Val 7 7 5 7 7 4
Met 5 5 > 5 5 3
Ile 8 8 7 7 8 5
Phe 4 4 ) 4 4 >
Leu 9 9 10 11 1 9
Lys 12 14 5 6 4
Pro 17 16 6 6 6 3

Expressas em residuos . por mole de protefna. Os valores

estao normalizados para um teor de Ala de 6 residuos/mole.
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REIVINDICAGCOES

l.- Processo para o isolamento de uma substancia protei-
nacea possuindo actividade inibidora do Factor Xa a partir da

saliva da sanguessuga "Haementeria ghilianii", caracterizado pelo

facto:

a) de se submeter a saliva a um gradiente salino crescente numa
resina permutadora de ioes anidnica e de se segregar a porgao de
eluente que possui actividade inibidora do factor Xa,

b) de se submeter as fracgoes isoladas da alinea a) a cromato-

grafia de afinidade baseada em heparina, Factor Xa, ou simulta-
neamente heparina e Factor Xa e de se segregar a porgao gue possui
actividade anticoagulante e amidolitica; e

c) de se submeter o isolado da alinea b) a cromatografia liqui-

da de pressao elevada e fase inversa e de se segregar a porcao do



do eluente que possui a actividade inibidora do Factor Xa.

2.- Processo de acordo conm a reivindicagéo l, caracteri-

zado pelo facto de a resina de permuta anidnica ser DEAE-celulose.

3.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo facto de a resina de HPLC ser uma resina que contém um

éster de N-succimidilo.

4.—~ Processo de acordo com as reivindicagaes anteriores,
caracterizado pelo facto de a substancia inibidora do Factor Xa

essencialmente pura obtida possuir a capacidade para inibir no

maximo metade do Factor X, para uma concentracao de 60 pM e por
possuir um peso molecular compreendido entre 15.000 e 20.000

daltons.

5.- Processo para a inibigao do Factor Xa, caracterizado
pelo facto de se fazer reagir um meio gue contém o factor Xa com
uma quantidade eficaz de uma substancia proteindcea que possui
actividade inibidora do Factor Xa preparada pelo processo de acordo

com as reivindicagoes 1 a 3.

6.- Processo para a preparagao de composicdoes farmacéu-
ticas, caracterizado pelo facto de se incorporar uma quantidade

eficaz sob o ponto de vista anticoaqulante de uma substancia pro-
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teindcea que possui actividade inibidora do Factor Xa, guando
preparada de acordo com as reivindicagoes 1 a 3, em associagao

com um veiculo farmaceuticamente aceitavel,

Lisboa, 14 de Junho de 1989
Cerry L o '
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RESUMDO

"Processo para a extracgao e purificagdo de um principio
anticoagulante a partir da sanguessuga sul-americana,

"Haementeria Ghilianii""

A presente invengao refere-se ao isolamento de uma subs-
tancia inibidora do Factor Xa a partir do extracto das glandulas
salivares da sanguessuga "H. ghilianii". Submete-se o extracto

a separagao utilizando resinas de cromatografia de heparina/agaro-

se e DEAE/celulose e eluindo com um gradiente salino crescente.
Submete-se o extracto a cromatografia de afinidade utilizando
Factor Xa ligado a uma resina Affi-Gel-15 eluindo com benzamidina
que contém HEPES. A cromatografia de fase inversa proporciona
varios péptidos ou proteinas purificados possuindo actividade
inibidora do Factor X - Referem-se ainda as composigoes farmacéu-

ticas que contem os péptidos e proteinas anteriores.

Lisboa, 14 de Junho de 1989
Dorante Ln G an Prip e adade et
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