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Processo de preparacd3o controlada de glucosaminogli-
canos de baixo peso molecular através do tratamento de glu-
cosaminoglicanos de alto peso molecular convencionais no es
tado sélido ou em solug8o, com um feixe rectilineo de raios
gama em doses de 2,5 a 2C Mrad, fornecidos em passos suces-
sivos de irradiac&o com intervalos de arrefecimento entre

um passo de irradiag¢d3o e n seguinte, na fase din8mica.

A mistura obtida é submetida a fraccicnamento, puri-
ficac¥o, neutralizagdo e liofilizagdo. Cs glucosaminoglica-
nos obtidos t&m um peso molecular entre 1CCC e 35CCC dal-
tons e s%o usados na preparacdo de composigdes farmacéduti-
cas com actividade antitrombdtica, fibrinolitica, antiatero

génica e de activacg8o do cofactor II da heparina,



66 967
Ref: MED. 11

-

mMERIA DTSCRITIVA

Tste invento refere-se a um processo de preparagdo
controlada de glucosaminoglicanos de baixo pesoc molecular

e de composic8es farmacéuticas correspondentes,

¢ referido processo é especificamente baseado no tra
tamento da glucosamincglicanos convencionais com raios gama
em doses adequadas, de forma a obter glucosaminoglicanos de
peso molecular controlado, de preferéncia entre 1l0CC e

35000 daltons.,.

¢ processo de acordo com o invento é aplicdvel a glu
cosaminoglicanos em geral, e em particular a heparina, hepa
rina de fluxo lento, heparina de fluxo rdpido, sulfato de
heparano, sulfato de dermatano, condroitina-4-sulfato, con-
droitina-6-sulfato, sulfato de queratano, dcido hialurénico,
4cido alginico e mesoglicano, isoladamente ou em misturas

dos vdrios compostos.

Sabe-se gue as heparinas convencionais s3o agentes
antitrombéticos eficazes, mas o seu uso % limitado devido a

um nivel de complicag8es hemorrdgicas relativamente alto.

Por esta raz3o, a atencdo cientifica e clinica tem
sido dirigida nos dltimos anos para o estudo de formas par-
ticulares de heparinas dispolimerizadas, as quais tém reve-
lado possuir, na investigacSo farmacoldgica, caracteristi-
cas antitrombdticas e fibrinoliticas interessantes associa-
das a um baixo poder hemorrégico, comoc descrito por exemplo

em J. F., Cade, Thrombosis Research, 613-625 (1984),

No cue diz respeito aos outros glucosaminoglicanos, a
reducfo do peso molecular altera a absorgdo oral e melhora a

actividade farmacoldbgica,

Um grande nimero de patentes e publicagles descreve

processos de preparacdo de heparinas de baixo neso molecular.

mstes processos baseiam-se no tratamento quimico ou en-

zimdtico de heparinas convencionais,

0 tratamento quimico inclui por sxemplo o tratamento
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com oxidantes como perdxido de hidrogénic, &cido nitroso,
peréxido de sédio e permanganato de potdssio, ou com deriva
dos da piridina; ou alternstivamente a desesterificagdo e

reesterificac8o, desaminac&o e reanimagdo, e sulfuragdo.

Este tratamento estd descrito por exemplo na USE
4500519; USP 4351938 e patente francesa 25384¢C4,

No tratamento enzimdtico, foram usadas vdrias enzi-
mas purificades (heparinase) ou ndo purificadas (extrectos
pancredticos), como se descreve por exemplo na USP 3766167.

Cs processos d:> dispolimerizac¢do da heparina conheci
dos tém como problema a impossibilidade de controlo da divi
s8o0 molecular de modo a manter as estruturas activas, Assim
estes processos conduzem & formagdo de uma série ndo repro-
dutivel de derivados que tém de ser separados por purifica-
¢80 e fraccionamento sucessivos, de acordo com OS pPesos mo-

leculares de interesse terapfutico.

A técnica anterior descrave tambdm o tratamento de
heparina com raios gama, por exemplo em Chawla e Havward
(Pharmacology 2C, 224, 198C) e =dwards (Carbohyd., Polymers
5,473,1985).

Este tratamento inclui a produgdo de mewbranas de he
parina com acetato de N, N-dietilaminoetilcelulose e a este-
trabalhos reivindicam um baixo nivel de divis&o molecular e

uma perda minima de actividade anticoagulant

Surpreendentemente, descobrimos que tratando os glu-
cosaminoglicancs com raics gama pelo pnrocesso de acordo com
o invento, as alterag¢des de peso molecular dos glucosamino-
glicanos pretendidss s3o obtidasesmantendo =2mbora suficiente
estabilidade nas estruturas activas sulfatadas, isto 4, s8o
obtidos agregados moleculares especificos de glucosaminogli
canos caracterizados pela presenga de grunos com uma alta
actividade antitrombdtica, uma actividade anticoagulante reg
duzida, um eofeito hemorrdgico bkaixo ¢ uma actividade de

agregacdo placuetdria baixa.
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Na prética, estas caractaristicas s¥o determinacdas
pela reducdo do peso molecular e pela preservagdo dos gru-
pos funcionais, activos em relagdo 4 antitrombina II1 e ao

cofactor II.

0 processo de preparagdo controlada de glucosamino-
glicanos de baixo neso molecular de acordo com o presente
invento & caracterizado pelo tratamento de glucosaminogli=-
canos convencionais de alto peso molecular, no estado séli
do ou em solucf¥o, com um foixe rectilineo de raios gama em
doses entre 2,5 Mrad e 20 Mrad, fornecidos em etapas suceg
sivas de irradiac8o, com intervalos de arrefecimento entre
uma etapa de irradiacg8o e a seguinte, sujeitando zntdo a
solugdo obtida a fraccionamento quimico de maneira a elimi
nar as fracgBes de alto peso molecular, purificando a frac
¢¥o base desejada por osmose inversa, fraccionando ainda a
soluc¥o purificada através de uma coluna de resina Sepha-
cryl, transferindo as fracgles obtidas para resinas catid-
nicas, neutralizando-as com solugBes alcalinas e liofili-

zando-as.

Estas e outras carccteristicas e vantagens do pro-
cesso de acordo com o vresente invento se2rdo mais eviden-
tes a partir da descricg8o detalhada apresentada seguidamen
te, relativo 3s concraotiracg8es preferidass do processo e da

da a titulo de exemplo n8o limitativo.

C processc de acordo com a invengfio pode utilizar
heparinas produzidas industrialmente possuindo caracteris-
ticas estruturais varidveis com uma actividade anticoagu-
lante variando entre 1CC U/mg e 25C U/mg USP. Tsta diferen
ca de actividade anticoagulante é uma fungfo da pureza e
integridade molecular e depends das operagfes utilizadas
na separacfo dos glucosaminoglicancs da metriz proteica e

dos métodrs de remog¢do dos componentes contaminantes,

No que diz respeito aos outros glucosaminoglicanos,
podem ser usedos compostos com caracteristicas fisicas e

quimicas normais, por exemplo, dermatanc de P. . 24C0OC-
-35000 daltons e heparano de P, I, 13C0C-1600C daltons,
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ustas matérias primas podem ser usadas no estado sé
lido na forma de pd, ou como solugBes agquosas, 2ventualmen
te tamponadas a pH 2-8 de maneira a que, gquando necessdrio,
se evite a formacdo de um meic d&cido que interfira no ar-

ranjo estrutural da molécula.

As concentrac®es da matéria prima em solugdo situam

-se entre 1% e 3C¥ (p/v) consoante o tipo de »nroduto usado.

Antes do tratamento, as solug8es s8o desarejadas e

purgadas com azoto puro de forma @ eliminar o ar residual.

n

C tratamento com raios gama é conduzido em recipien
tes de vidro pyrex para evitar a caracteristica mudanga de
cor, para acastanhada ou castanha, cue teria lugar durante
o tratamento com o vidro comercial vulgar,

Podem usar-se vdrios radionuclideos como fonte de
raios gama, como O COGC, Am24l, Csl37 Ra226
60, que emite raios de alta =nergia (1,25

. Usa-se prefe
rencialmente o Co
MeV) de trajectdbdria rectilinea. Sstes raios sdo de alta fre
quéncia, monocromdticos e nfc induzem fendmenos de radio-

activac¥o nos compostos sujeitos & sua acgdo,

s raios gama sdo aplicados numa suc
mentos parciais a doses de 2-3 Mrad com vérios
entre o fim de um tratamento e o inicio do se
3o a obter uma dose total de irradiagdo de 2,5 20 Krad,
fornecidos na fase estdtica ou preferencialmente na fase di

ndmica.

A raz8c do intervaloc entre um tratamento e o seguin-
te & evitar que o sistems sobreaguega, o que conduziria a
alteracBes indesejdveis nas caracteristicas quimicas e fisi
cas do produto. ¢ processo é conseqguentemente conduzido a
uma temperatura entre 20 e 55% e preferencialmente entre
20 e 40°C.

No final do tratamento de irradiag¥o, as solugles
s¥o sujeitas a fraccionamento quimico de modo a eliminar as
fracc3es de alto peso molecular. Esta operagdo & condurida

em solucBes diluidas em &gua a 2-5% (p/v), por tratamento
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com solventes como o metanol, =tancl ou acetona numa quanti
dade de 10-30% (v/v) relativamente & sclugo. As fracgdles
precipitadas sdo separadas por decantagdo 2 o liguido decan
tado é alimentado com mais solvente de modo a recuperar a

fracg&o base desejada.

¢ precipitado base, depois de dissolvido em dgua, €
purificado por osmose inversa até & remog&o total das frac-
¢Bes de baixo peso molecular, inferiores a 50C, e dos compo

nentes salinos.,.

A solug8o purificada £ posteriormente fraccionada a-
través de colunas Sephacryl S5.2C0 ou Sephadex 50 na presen-
ca de salinidade cuja concentragdo varia de acordo com O

glucosaminoglicano em guestdo.

As fracgBes activas recolhidas apds esta passagem
atravéds da resina sfo finalmente despirogenadas, filtradas

em condic8es de esterilidade e licfilizadas,

Alternativamente, as fracg¢Bes activas recolhidas
ap8s esta passagem através da resina podem ser transferidas
para resinas catidnicas Castel C/3CC ou C/2C e depois neu=-
tralizadas com solugBes alcalinas de Na, Ca, ¥, VMg, ou Li
de modo a converter os glucosaminoglicanos nos sais corres-

pondentes.,

As solugl®es obtidas s%o purificadas por osmose inver
sa com elimina¢8c dos compostes de peso molecular inferior

a 500, de modo a eliminar os elementos alcalinos em ©XCesso.

As fracg8es recolhidas, sdo finalmente despirogena-

das filtradas em condig¢8es de esterilidade e liofilizadas,

Cperando sob as condigles descritas, formam-se, com
boa reprodutibilidade fracg¢les molecularzs de glucosamino-
glicanos que possuem uma actividade farmacolbgica bem defi-

nida.

Em particular, operando sob as condig¢Bes descritas,
o grau de despolimerizacdo aumenenta em fungdo do aumento
da dose de raios gama administrada, e correspondentemente

obtém-se uma redugdo da actividade anticoagulante juntamen-
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te com um aumento da raz8o anti-¥Xa/APTT, isto é, a razfo
entre a actividade anti-Xa e tempo de tromboplastina parci
almente activa.

¢Cs resultados obtidos quando se opera nas condigles
descritas sobre heparinas de valores iniciais de U/mg USP
variados, s3o apresentados como ilustragdo nas tabelas 1,

2 e 3 seguintes

TABELA 1 - ACTIVIDADZD ANTICCAGULANTE EM USP

Mrad 0 2,5 5 7,5 1c 12,5 15

foet
(87} ~J

~

(8]

HP 1 160 145 130 94 8C 75 65
HP 2 167 136 12C 88 75 64 53 47

HP 3 156 13Cc 120 103 78 63 53 42

TABELA 2 =-PESCS MCLECULARES (valores x 1C7)

Mrad O 2,5 5 7,5 1l¢ 12,5 15 17,5

P 1 15 13,6 12,1 11 9,1 7,5 7,3 6,6
HP 2 15,6 14,3 12,7 10,9 8,5 7,3 6,6 5,7

HP 3 15,2 14 12,3 1¢,9 8,1 7,7 6,6 5,1

TABELA 3 - ACTIVIDADE BICLCGICA DAS FRACQG?S
PURIFICADAS, TRATADAS CCK 17,5 lMrad

APTT anti-Xa Razdo
HP 1 12 108 9
HP 2 13 08,8 7,6
HP 3 15 120 8

ANALISE ESTATISTICA NOS RESULTADCS

A figura 1 epresenta os valores relativos 3 variac8o
da actividade (USP) das heparinas com a irradiacdo em Mega-

rads.
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A func%o matemdtica significante adequada & interpo-
lag8o da correlagdo entre estes parametros 4 uma linha re-
cta, com um coeficiente de correlag&o de significéncia

P.CO1l (linearidade excelente).

A figura 2 mostra os valores relativos & variagdo do

peso molecular com a irradiagSo em Fegarads.

A func8o matemdtica mais adequada ¥ interpolag8o da
correlaco é uma linha recta com coeficiente de correlagdo

R da signific8ncia P.00l (linearidade excelente).

A acg3o das heparinas despolimerizadas com raics ga-
ma de acordo com o invento foi avaliada através do tempo de

hemorragia por confronto com o das heparinas convencionais.

Cs testes foram realizados seguindo o método descri-
to por Dejana et al. / Thromb. Haemostasis (1982) 48,1c8_7

em ratazanas anestesiadas 3s guais se cortaram 2 mm da pon-
ta da cauda.

Mediu-se o tempo gue decorria até que a cauda deixas
se de sangrar (sem gue voltasse a sangrar nos 30 segundos

imediatos).

A8 heparinas foram administradas 15 minutos antes do

corte na cauda,

Cs resultados =30 apresentados na tabela 4.

TABELA 4 - TITe0 O SANGRAVENDO  (MINUTCS)

DOSE HOUPARTINA FRPARTMA DESPCLIN CCMTRCLC
¥, 25 mg/¥g 8 4

c,5 mg/Km 12 5

1 mg/Kg 25 7,5

CCNTRCLO 5

No. de animais por dose = 1C

Foram obtidos resultados andlogos aos apresentados,
aplicando a despolimerizag8o 2 purificagdo descritas a so-

lucBes de vdrios glucosaminoglicanos tais como sulfato de
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heparano, sulfato de dermatano condroitina-4-sulfato, con-

. . . . - ]
droitina-6-sulfato, dcido hialurdnico e dcido alginico.

No caso do sulfato de dermatano, extensdo da despo-
limerizac¥o em fun¢fo da irradiag¢do =»m ¥rad, confirma a va

lidade do sistema.

s moleculares cobtidos pvara

TABELA 5 - SULFATC DE DIRMATANC DESPCLINI-
RIZADC

Mrad C 2,5 5 7,5 1C 12,5 15

P.M. (x 1C0Q) 31,2 24,8 18 12 1c,4 2,5 5

A Figura 3 mostra a fungdo estatisticamente repr
tativa relativa 3 relag8o entre P. M. e NMrads como s2nd
uma linha recta com um coeficiente de correlagdo R de signi

fic8ncia P.CCl.

Isto consgtitui um sinal evidente de boa linearidade

entre a redug¢do do peso molecular e a irradiag¢do em Mrad.

A despolimerizac8o dos glucosaminoglicanos, incluin-
do a heparina, pode ser levada a cabo tratando com raios ga
ma a matéria prima no seu estado sblido na forma de pd, de
modo a obter produtos decspolimerizados com o peso molescular

pretendido,

Cs glucosaminoglicancs despolimerizados d2 acordo com
o presente invento, tendo um peso molecular de 1CCC a 35CCC
daltons e na forma de sais de Na, Ca, ¥, IFg ou Li, quer sé-
zinhos quer em associacdo com outros produtos, sdo Gteis na
prevengdo do tratamento de tromboses incluindo patologias
oculares. S8o também {dteis como agentes fibrinoliticos, an-
tiinflamatdrios, anticomplemento e antiaterogénicos e como
activadores do cofactor II da heparina.

Cs referidos glucosaminoglicanos s8o uscados terapéu-
ticamente como componentes de composigles farmacéuticas na
preparagdo de comprimidos, cépsulas, gotas, solucBes para

administrag¢8o oral, colirios, supositérios, pomadas, formas
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para injeccdo intravenosa intradérmica e intramuscular e de
preparacBes especiais para absorgdo intradérmica com liber-

tagdo controlada.

Cs exemplos seguintes s8o Jdados como ilustragBes ndo
limitativas da preparac¢do de glucosaminoglicanos de acorco

com o presente invento.

EXEMPLO 1

Dissolvem-se 16 g de heparina de sédio da muccsa in-
testinal possuindo 17C U/mg USP e um peso molscular de 1l4CCC
daltons numa guantidade suficiente de solugdo tampdo de fos-

fato de pH 7 para obter um vclume total de 1CC ml,

A solucgdo é transvazada para um recipiente de vidro
pyrex de 15C ml, desarejada sob vdcuo e purgada com azoto

puUro.

O recipiente é fechado hermeticamente e sujeito a tra
tamentos sucessivos de 2,5 Mrad até um total de 17,5 Mrad,
por exposic8o a raios gama 2mitidos pelo nuclideo radioacti-

Vo Cobalto6o.

Depois da irradiacfo, a solug8o, & diluida a 5Y com
dgua destilada e lentamente tratada com 15 ml de etanol sob
agitacdo enédrgica. NDepois de uma ncite a +5°C, o liguido so-
brenadante é decantado e clarificado por filtragdo. Sendo
adicionados 25 ml de metanol ac filtrado sob agitagdo, e a

suspensdo obtida 4 mantida durante 12 horas a +5°¢C,

O precipitado recolhido apds decantacdo & seco sob v

cuo a 4OOC.

Cc pd obtido & dissolvido em dgua a uma concentracfo
de 2% (p/v) e a solugfo ¢ purificada por osmocse inversa, atra
vés de uma membrana MWCC 5C0, por concentragdo, diluigdo e no

va concentragdo.

O concz:ntrado é diluido em dgua a 1¥ (p/v) da hepari-

na e adiciona-se MNaCl até uma concantragfo de 1.
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A solucB8o 4 passada através de uma coluna de 1C cm
de dilmetro e 2 cm de altura contendo 5 Kg de Sephadex 5C e
a um caudal de 5C ml/h.

S80 recolhidas vérias fracgBes de acordo com leitu-

ras efectuadas a 23C nm e com as actividades APTT e anti-Xa.

As fracgBes activas sdo misturadas, despirogenadas
durante uma noite a alta temperatura, filtradas através de

um filtro de membrana C,45 e liofilizadas,
A quantidade de produto obtida é de 5 g.

Alternativamente, passam-se as fracgdes activas mis-
turadas através de uma resina catidnica C/2C e neutralizam-

-se na forma de sais alcalinos de Ca, K, Mg ou Li.

As solugBes neutralizadas sdo purificadas por osmose
inversa com 500 MWCCG, concentradas, despirogenadas, filtra-

das sob condigBes de esterilidade e liofilizadas.

O sal de sédio obtido tem as seguintes caracteristi-

cas:

- Actividade heparinica 20 U/mg USP

- Actividade APTT 15 U/mg

- Actividade anti-Xa 135 U/mg USP
- Razdo 9

- Enxofre orgénico 1¢, 8%

- Acidos urédnicos 24, 7%

- Poder rotatério +45°

- Peso molecular 5CCC daltons

Exemplo 2

Dissoclvem~se 5 g de sulfato de dermatano, correspon-
dente a uma banda dnica apds electroforese, com um poder ro
tatério especifico de -67° e um peso molecular de 32cCC dal
tons, numa solu¢do tampdo de fosfato de pH 7,5 usando uma
quantidade suficiente para gque o volume total seja de 1CC

ml.

nsta solugdo é depcis tratada como no exemplo 1
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obtém-se cerca de 2,5 g de dermateno despolimerizado com &s

seqguintes caracteristicas quimicas:

- Enxofre orgénico 7,2%

- Acidos urénicos 28 ¢

- Raz%o0 de sulfatofcarboxilo 1,45

- Poder rotatdrio -63°

- Peso molecular €& 30C daltons

EXEMPLC 3

Dissolvem-se 15 g de sulfato de heparina, correspon-
dente a uma banda tnica apds electroforese, com um poder ro
tatério de +5C° e um peso molecular de 13cCC a 16ccC dal-
tons, numa solug¢do tampdo de fosfato de pH 6,5 usando uma
cuantidade suficiente para gue o volume total seja de ice

ml.

nsta solugdo é depois tratada como no Bxemplo 1.
Obtém-se cerca de 9 g de heparano d2spolimerizado com csra-
cteristicas electrofordticas idénticas as do material de

partida mas com peso molecular de cerca de 6000 daltons.

EXEMPLC 4

nNissolvem-se 5 g de sulfato de condroitina, correspon
dente a uma banda Unica apds electroforese, com poder rotatd
rio de -290, numa solug¢do tampdc de fosfato de pH 7 usando
uma quantidade suficiente para cus o volume total seja de

100 ml. Seque-se entdo o procedimento do exemplo 1.

Cbtém-se cerca de 3 g de um produtc com as caracteris
ticas electrofordticas e quimicas da substéncia de partida

mas com um peso molecular de cerca de 7CCCO daltons,

EXEMPLO 5

Dissolvem-se 16 g de mesoglicano com a seguinte com=-

posigdo:
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- Heparina de fluxo lento leSV
- Sulfato de heparano 52f5g
- Sulfato de dermatano 30ts5y
- Sulfato de condroitina gisy

obtido como descrito na USP 4 489 066 de 18.12.84
e contendo 8% de enxofre orgdnico e 24¥ de 4cidos urénicos,
em 1CC ml de tamp3o de fosfato de pH 7,5. A solugdo é irra-
diada e fraccionada unicam2nte por tratamento alcoélico, co

mo no exemplo 1.

¢ vroduto purificado 2 liofilizado (10 g) tem 7,8%

de enxofre orgdnico e 22,8% de &cidos urdnicos.
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1 - Processo de preparagdo controlada de glucosamino
glicanos de baixo pesc molecular, caracterizado por se tra-
tar glucosaminoglicanos convencionais de alto peso molecu-~
lar no estado s&lido ou em solu¢do, com um feixe rectilineoc
de raios gama em doses entre 2,5 e 2¢ Mrad, fornecidos na
fase estdtica ou preferencialmente na fase dindmica, através
de passos sucessivos de irradiagdo com intervalos de arrefe
cimento entre um passo de irradiagdo e o seguinte, apds o
que se sujeita a solugdo obtida a fraccionamento aquimico de
modo a eliminar as fracg8es de alto peso molecular, purifi-
cando a fracg¢3o base pretendida por csmose inversa, fraccio
nando a solugdc purificada através de Sephacryl ou outro ti
po de resina em coluna, transferindo as fracgdes obtidas pa
ra resinas catidnicas e neutralizando-as com solugBes alca-

linas e liofilizando-as.

2 - Processo de acordo com a reivindicacdc l, caracte
rizado pelo facto de o0os glucosaminoglicanos usados como ma-
téria-prima serem heparinas com uma actividade anticoagulan

te de 10C a 250 U/mg USP.

3 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte

rizado por os glucosaminoglicanos usados como matéria-prima

compreenderem heparina de fluxo lento, heparina de fluxo ré-

pido, sulfato de heparano, condroftina-4-sulfato, condroiti-

na-6-sulfato, sulfato de aueratano, &cido hialurédnico, dcido

alginico ou mesocglicano, quer sbzinhos quer em mistura.

4 - Processoc de acordo com a reivindicagdo 1, caracte

rizado pelo facto do referido tratamento com raios gama se

realizar com glucosaminoglicanos =m solugfo acucsa, eventual

mente tamponada a8 pH 2-8,.
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5 - Processo de acordo com a reivindicag¢do 1, cara-
cterizado pelo facto de o referido tratamento com raiocs ga-
ma ser conduzido em solu¢Bes aquosas de glucosaminoglicanos,
de concentracdo 1-3¢¥ (p/v), desarejadas e purificadas com

azoto.

6 - Processc de acordo com a reivindicag¢dc 1, cara-
cterizado pelo facto de cada um d0s sucessesives passos de ir

radiacdo mencionados fornecer uma dose de 2-3 I“rad.

7 - Processo de acordo com a reivindicec¢do 1, cara-
cterizado pelo facto de os intervalos de arrefecimento se-
rem intercalados entre o fim de um passo de irradiagdo e o

infcio do passo seguinte.

8 - Processo de acordo com a reivindicag¢fo 1, cara-
cterizado pelo facto de o referido tratamento com raios ga-
. o)
ma ser condurido a uma temperatura de 20 & 55°C e preferen-

cialmente entre 2C e 40°C.

9 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, cara-
cterizado pelo facto de o roferido fraccionamento cufmico
ser conduzido numa sclugdo aquosa 2-5Y (n/v) por tratamento
com solventes tais como, metanol, etanocl, = acetona numa

gquantidade de 1C a 30¥ (v/v).

. 1C - Processo de acorde com a reivindicagfo 1, cara-
cterizado pelo facto de a referida purificagdo da fracgdo
base ser conduzida por osmose inversa até se conseguir a
eliminag8o total das fracgles de baixo peso molecular infe-

rior a 5CC (cutcff) = dos compostos salinos.

11 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, cara-
cterizado pelo facto de se rgalizar o fraccionamento 42 so-
lu¢qo purificada em colunas de =ephacryl, Sephadex 5C ou de

outro tipo de resinas.
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12 - Processo de acordo com a reivindicag¢So 1, cara-

cterizado pelo facto da referida neutralizagdo ser ofectua-
da com solug8es alcalinas de Na, Ca, ¥, Mg ou Li.

13 - Processo de acorido com as r2ivindicagles 1 a 12,
os

in
caracterizado por os glucosaminoglica terem um peso mole
cular entre 1C0OC e 350CC daltons e po

anticoagulante entre 1C = 25C U/mg USP 2 uma relsqgdo anti-

n
ssuirem uma actividade

N

T

-Xa/APTT entre 1 a 15, ou superior.

14 - Processo de preparacdo de composi¢des farmacfu-
ticas & base de glucosaminoglicanos, guando preparados de
acordo com as reivindicag8@es anteriores, caracterizado por
se associarem os seus sais de Na, Ca, ¥, Mg ou Li com exci
pientes farmacluticos, de modo a cbter composicBes farmacéy
ticas activas como agentes antitrombdticos, fibrinoliticos,
anti-inflamatédrios, anticomplemento ou antiaterogénicos ou

como activadores do cofactor IT da heparina.

15 - Processo de acordo com a reivindicagdo 14, cara
cterizado por as composicg8es farmacéuticas serem preparadas
na forma de comprimidos, cépsulas, gotas, solugBes para
administrac¥o oral, colirio, pomadas, formas para injecgles
intravenosas, intradérmicas ou intramusculares e prepara-
¢cBes especiais para absorgdo intradfrmica com libertacdo

controlada.

Lisboa, 20, W0, 1987

Por LABORATCRI DERIVATI CRGANICI e
MEDICLANUM FARMACRUTICI &rl
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