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TRATAMENTO OU A PROFILAXIA DE ARTROSE EM UM MAMIFERO.



RESUMO

“SULFATO DE INULINA PARA O TRATAMENTO DE OSTEOARTRITE”

A presente invengdo diz respeito a wutilizacdo de um
polissacdrido sulfatado na forma 4cida ou de um seu sal
aceitavel sob o ponto de vista fisioldgico, escolhido no
grupo constituido por sulfato de inulina, sulfatc de gelano,
sulfato de pululano, sulfato de curdlano, sulfato de 4&cido
alginico, sulfato de lamindria, e sulfato de pectina na
prepara¢dao de um medicamento para © tratamento ou a
profilaxia de artrose em um mamifero. Preferivelmente, o
polissacdrido sulfatado ¢é o sulfato de dinulina, mais
preferivelmente o sal de soédio de polissulfato de inulina. A
presente invencdo diz igualmente respeito a utilizacgdo de um
oligossacarido sulfatado derivade de um ©polissacarido
escolhido no grupo constituido por inulina, gelano, pululano,
curdlano, &acido alginico, lamindria, e pectina, na preparacdo
de um medicamento para o tratamento ou a profilaxia de

artrose em um mamifero.



DESCRIGAO

“SULFATO DE INULINA PARA O TRATAMENTO DE OSTEOARTRITE”

Campo técnico da invencéo

A presente inven¢do refere-se & wutilizacdo de um
polissacarido sulfatado na preparacédo de um medicamento para

0 tratamento ou a profilaxia de ostecartrite.

Descricdo do estado anterior da arte

A osteocartrite, também conhecida comec artrose, & uma
doenca degenerativa das articulacbes que afecta a maioria das
pessoas com idade superior a 65 anos, caracterizada por uma
degradacdo progressiva do tecido cartilaginoso, Jjuntamente
com a presenca de inflamacdo e de dor. A inflamacdo aparece
principalmente quando a doenca se apresenta em estadio
avangado e tem uma natureza diferente da inflamacdo observada
na artrite reumatdide, constituindo geralmente apenas um
componente minoritdrio da doenca artrdsica. A osteocartrite
pode definir-se como a degeneracdo da cartilagem hialina das
articulacdes. Um efeito secunddrio consiste também na
afectacdo da membrana sinovial e do osso subcondral, assim
como na formacdo de novo 0sso nas margens das superficies das
articulagdes. A etiologia da artrose é desconhecida e sua

evolucdo é lenta.

A cartilagem permite que 0s 0ss0s se movam, deslizando
uns sobre os outros. Absorve também o stresse produzido pelo
movimento fisico. Na osteocartrite, a superficie da cartilagem
degenera e desgasta-se, fazendo com que 0S 0SsSQOS Se movam uns

contra os outros, o que leva a friccldo, a dor, a tumefaccdo e



a perda do movimento articular. Conforme o tempo passa, a

articulacdo pode deformar-se.

Como um auxiliar no diagndstico de osteoartrite,
utilizam-se principalmente duas técnicas: raios X, que é o
processo mais simples para identificar as alteragbes &sseas
na articulacdo, e a ressondncia magnética nuclear (RMN), que,
contrariamente ao anterior, torna possivel a visualizacéo

simulténea de todos os componentes da articulacéo.

Sob condigdes normais, a renovacdo da cartilagem & um
processo muito lento, que consiste em uma sintese constante
(anabolismo) e degradacdo (catabolismo) dos componentes da
matriz extracelular. O condrdécito & a célula responsavel por

esse metabolismo, que deve ser coordenado.

Sob condigbdes patoldgicas, esse processo altera-se,
porque a renovacdo da cartilagem é acelerada, o que leva a
uma regeneracdo precoce do tecido cartilaginoso induzida por
um desequilibrio entre os programas anabdlico e catabdlico do
condrbocito, © que acarreta necessariamente a degradacgéo da
cartilagem. A reacgdc de regeneracdo & o resultado de uma
hiperproliferacdo de condrécitos, em conjunto com ©
incremento da sintese dos componentes da matriz extracelular
da cartilagem por essas células (D. Hamermam et al. N. Engl.
J. Med., 320, 1322-1330 (1989)). Por conseguinte, existe um
equilibrio entre sintese e degradacdo da cartilagem que
controla a reacgdo homeostadtica mencionada e que depende de
hormonas sistémicas e de factores de crescimento cujas
secrec¢des diminuem com a idade. A degradacdo da cartilagem é
regulada por enzimas e radicais livres produzidos pelos

tecidos adjacentes, mas também pelo préprio condrédcito.



Vamos destacar o0s seguintes tratamentos farmacoldgicos

actuals da osteocartrite:

Substéncias de accdo sintomatica que tém uma acgdo
rapida, como analgésicos, farmacos anti-inflamatodrios
ndo esterdéides (RAINE), corticdides e inibidores da
ciclooxigenase 2 (COX-2).

Substéncias de accédo sintomdtica que actuam de forma
mais lenta, conhecidas por SYSADOA [ (Symptomatic Slow
Acting Drug for Ostecarthritis) farmacos sintomaticos de
accdo lenta na osteocartrose] (M.G. Lequesne, Rev. Rhum.
(Eng./Ed.), 61, 69-73 (1994)), que incluem o A&cido
hialurénico, o sulfato de condroitina e o sulfato de
glucosamina. FEsse grupo caracteriza-se pelo facto do
efeito comecar 2 a 3 semanas depois do tratamento e
persistir durante 2 a 6 meses apds a administracao

cessar.

Na bibliografia encontraram-se documentos sobre outras
utilizacbes dos polissacaridos sulfatados da presente

invencéo:

R. V. Jones (Patente de invencdo norte-americana N°
2 686 779) divulga um método para preparar sails de
sulfato de inulina com metais alcalinos. Na mencionada
patente salienta--se que 0s sals alcalinos de sulfato de
inulina com diversos graus de sulfatacdo tém sido
utilizados na indtstria quimica como espessantes de
pastas, adesivos e aditivos para lamas utilizados na
perfuracdo de pocos de petrdleo.

Foi descrito que o sulfato de inulina apresenta

actividade anticoagulante (Arkiv for Kemi, mineralogi o.



geologi., Bd 24B (5), 1-4 (1946)) e antilipémica (Arch.
Int. Pharmacodyn, XCIX, 334 (1954)).

V.G. Nair et al. (Patente de invencdo norte-americana N°
4 021 545) revelam que o0s sais de polissulfato de
inulina (completamente sulfatada) exibem actividade de
inibicéo do complemento, pelo que, segundo 0s
inventores, eles poderiam utilizar-se no tratamento de
doencas como a artrite reumatdide, o lUpus eritematoso
sistémico, alguns tipos de wvasculite, etc.

G. Franz et al. (Biocactive Carbohydrate Polymers, 47-58,
Kluwer Academic Publishers, Holanda, 2000) descrevem a
actividade anticoagulante e antitrombdética do sulfato de
pululano.

C.C. Lee (Patente de 1invencdo europeia EP499 164)
reivindica, embora sem descrevé-la em um qualqguer
exemplo, uma composicdo injectédvel gque pode conter
carrageninas a fim de completar os fluidos de
lubrificacdo naturais. No documento citado ndo mencionam
0 polissulfato de carrageninas.

T. Kanamaru et al. (Patente de invencdo norte-americana
N° 5 135 920) divulgam que o sulfato de curdlano é um
agente angiostatico. S. Alban et al. (Thromb. Res. 78
(3), 201-10 (1895)) descrevem que 0 mesmo composto actua
como um agente anticoagulante e antitrombdtico.

T. Hata et al. (Patente de dinvencdo JP 04257509)
apresentam a aplicacdo de sulfato de &cido alginico como
um agente hidratante em preparacdes cosméticas. L. Lange
et al. (Patente de invencdo ES 2 064 736) descrevem a
utilizacdo de sulfato de alginato para inibir o
colesterol pancreatico.

E. Besterman (Brit. Med. J., 310 (1957, I)) descreve que
0 sulfato do polissacarido laminéria apresenta

actividade antilipémica. H. Q. Miao et al. (Int. J.



Cancer, 83 (3), 424--31 (1999)) mostram a actividade
antimetastética do sulfato de laminaria.

P. Bohlen et al. (Patente de invencdo internacional WO
03/006645) descrevem que o sulfato do polissacarido
lamindria inibe a actividade da heparanase, que, como
eles reivindicam, estd associada, entre outros, a
processos inflamatédrios, diabetes ou artrite.

L. Lange et al. (Patente de invencdo ES 2 064 736)
revelam que o sulfato do polissacarido pectina & atil no

tratamento de elevados niveis de colesterol no sangue.

Até agora, n&o se encontrou nenhuma descricdo relativa a
utilizacdo de sulfatoc de inulina no tratamento ou na

profilaxia de osteocartrite.
A partir de todos os antecedentes podemos ccocncluir que o
fornecimento de wum farmaco Util para o tratamento da

ostecartrite constitui ainda um problema terapéutico.

Descricdo da invencéo

O problema & resolver pela presente invencé&o &
fornecer polissacaridos sulfatados alternativos para utilizar
no tratamento ou na profilaxia de ostecartrite. A solucgédo
conforme o primeiro objectivo da presente invencdo refere-se
a utilizac&o de sulfato de inulina na forma &cida ou sob a
forma de um seu sal aceitédvel sob o© ponto de vista
fisioldgico, na preparagdo de um medicamento para o

tratamento ou a profilaxia de osteocartrite em um mamifero.

Em uma forma de realizacdo preferida, o sulfato de
inulina é totalmente ou parcialmente salificado com um metal

alcalino ou alcalino terroso. De preferéncia, o metal



alcalino é o sédio e o polissacérido preferido & o sal de

sédio do sulfato de inulina

O sal de sdédio do sulfato de inulina com um grau de
sulfatacdo entre 25% e 62%, em relagdo ao produtc anidro, & ©

mais preferido.

O sal de sédio do sulfato de inulina com um grau de
sulfatacdo entre 55% e 62%, em relacdo ao produto anidro, é

ainda mais preferido.

Em uma outra forma de realizacdo igualmente preferida, o©

sulfato de inulina é parcialmente hidrolisado.

Em uma outra forma de realizacdo igualmente preferida, o
polissacarido sulfatado é o polissulfato de inulina, de

preferéncia o sal de sédio do polissulfato de inulina.

Em uma forma de zrealizacdo particularmente preferida,

adapta-se ¢ medicamento para administracdo oral.

Da mesma forma, em uma forma de realizacdc especialmente
preferida, adapta-se o fadrmaco para administracdo intra-arti-

cular.

Os polissacaridos sulfatados sdo bem conhecidos, e podem
preparar-se por sulfonacdo parcial ou total dos grupos
hidroxi 1livres presentes na estrutura dos polissacdridos:
inulina, gelano, pululano, curdlano, acido alginico,

laminaria, e pectina.

A sulfonacido de um grupo hidroxi da origem ao grupo

sulfato correspondente.



Quando falamos na presente invencdo sobre o© grau de
o)

sulfatacdo, referimo-nos a % de grupos sulfato relativamente

a base anidra (em relacdo a molécula).

Quando na descrigdo detalhada da presente invencédo
falamos de polissacaridos sulfatados, isso refere-se a um
polissacarido sulfatado com qualguer grau de sulfatacdo. Na
bibliografia, um polissacdrido sulfatado com um elevado grau
de sulfatacdo designa-se normalmente por polissacarido
polissulfatado e, naturalmente, guando o polissacédrido &
totalmente sulfatado designa-se também por polissacérido
polissulfatado. Consequentemente, a presente invencdo inclui
um polissacdrido polissulfatado, isto & o polissulfato de

inulina.

Os polissacaridos sulfatados ©podem preparar-se por
sulfonacdo parcial ou total dos grupcs hidroxi livres nos
polissacaridos comerciais citados antes, por meio de
procedimentos descritos na bibliografia, como, por exemplo,
por meio de acido clorossulfénico/piridina (T. Astrup et al.
Acta Physiol. Scand., 8, 215-226 (1944)), ou de outro modo
por meio de 4cido clorossulfénico/dimetilformamida  (P.
Vongchan, Carbohydrate Research, 337, 1239-1242 (2002)), ou
de outro modo utilizando 4acido piperidina-N-sulfénico (N.
Kinzo et al., Carbohyd. Res., 21, 420-426 (1%972)), ou de
outro modo utilizando o complexo tridéxido de enxofre/piridina

(C. M&hner et al. Carbohyd. Res., 331, 203-208 (2001)).

A fim de produzir diversos graus de sulfatacdo, o©s
procedimentos mencionados antes podem modificar-se (alterando
as concentracbes dos reagentes, a temperatura reaccional, o0s
tempos reaccionais, etc.). Além disso, se assim for desejado,

podem sulfonar-se selectivamente diferentes grupos hidroxi,



por meio de proteccdo/desproteccdo dos grupos hidroxi do

polissacarido.

Se o peso molecular médio do polissacarido inicial for
muito alto, pode-se, se assim for desejado, hidrolisar-se

parcialmente antes ou depois da sulfonacéo.

Os oligossacédridos sulfatados podem preparar-se por
hidrélise enzimatica ou quimica (procedimentcs que estéo
perfeitamente estabelecidos na bibliografia) do polissacéarido
comercial, seguida por sulfonacdo, ou de outro modo
directamente por hidrdélise enzimatica ou guimica do
polissacarido sulfatado. Podem preparar-se também por sintese

quimica.

Quando na descricdo detalhada da presente invencéo
falamos sobre um sal aceitédvel sob o ponto de vista
fisioldgico, referimo-nos a um sal de um metal alcalino, como
por exemplo de sédio ou de potédssio, um sal de um metal
alcalino terroso, como por exemplo de calcio ou de magnésio,
ou ainda a um sal orgdnico, como por exemplo um sal derivado
da trimetilamina, da trietilamina, ou de um aminoacido, como

por exemplo lisina, arginina, prolina, glicina, ou serina.

A  salificacdo do polissacarido sulfatado pode

realizar-se por simples processos quimicos bem conhecidos.

Para utilizacdc no tratamento ou na prevencdo de
ostecartrite, formula-se o sulfato de inulina da presente
invencdo, quer na forma acida quer scb a forma de um seu sal
aceitavel sob ¢ ponto de vista fisioldégico, incluindo-o em
composicdes farmacéuticas adequadas, utilizando técnicas e

excipientes ou veiculos convencionais, tais como as descritas



em Remington’s Pharmaceutical Sciences Handbook, Mack Pub.

Co., Nova Iorque, EUA.

As composicdes farmacéuticas da presente invencédo
podem administrar-se ao doente nas doses necessarias. Pode
proceder-se a administracdo dessas composigdes wutilizando
diversas vias de administracdo como, por exemplo, a via oral,
intravenosa, intraperitoneal, intra-articular, subcuténea,
intramuscular, tépica, sublingual, intradérmica, ou
intranasal. As composicdes farmacéuticas da presente invencéo
incluem uma quantidade eficaz sob o ©ponto de vista
terapéutico dos polissacdridos sulfatados da mesma invencéo,
na forma &cida ou sob a forma de um seu sal aceitéavel sob o
ponto de vista fisioldgico, dependendo a mencionada
quantidade de muitos factores, tais como por exemplo, a
situacdo fisica do paciente, a idade, o sexo, o composto
especifico, a via de administracdo, e outros factores bem
conhecidos na técnica. Além disso, entende-se que a referida
dosagem do principio activo pode administrar-se em doses
unitadrias simples ou miltiplas a fim de proporcionar os
efeitos terapéuticos desejados. Se assim for desejado, podem
utilizar-se outros agentes terapéuticos conjuntamente com 08

fornecidos pela presente invencéo.

Na generalidade, as preparacdes farmacéuticas da
presente invencdo apresentar-se-3o0 na forma sélida ou
liquida, ou socb a forma de um gele. As preparacdes
farmacéuticas sob a forma sélida que se podem preparar de
acordo com a presente invencdo incluem pds, microgranulos
(“pellets”), comprimidos ou cépsulas (“pills”) grénulos
dispersiveis, supositérios, e outras formas galénicas
s6lidas. Preparacgdes sob a forma liguida incluem solugdes,

suspensdes, emulsdes, e microesferas. Consideram-se também
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preparacdes sob a forma sbélida que, imediatamente antes de
serem utilizadas, podem converter-se em preparacdes liquidas
para administracdo oral, parentérica, ou intra-articular. As
formas liquidas referidas incluem solucdes, suspensdes, e

emulsdes.

Breve descricdo da figura

A Figura 1 representa um Western Blot. A seta superior
indica a &rea de agrecano intacto e a seta inferior indica a
&rea de fragmentos de agrecano marcados com anticorpo NITGE
Gl. No primeiro dos pocos semecu-se uma amostra de controlo
(sem qualquer tratamento); no segundo, uma amostra tratada
com interleucina-1 (IL-loa), no terceiro, uma amostra tratada
com 100 pg/ml de polissulfato de inulina no Exemplo Quimico
1, e, no quarto, uma amostra tratada com IL-la e 100 pg/ml de

polissulfato de inulina no Exemplo Quimico 1.

Descricdo detalhada da invencéo

Os exemplos seguintes sdo simplesmente explicativos e
nao representam qualguer limitacdo para o ambito da presente

invencéo.

Exemplos Quimicos

Exemplo 1: Preparacdo do sal de sbédio do polissulfato de

inulina

Exemplo 1-A: Preparac¢do do sal de sbédio do polissulfato de

inulina utilizando &cido clorossulfénico/piridina
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Sob agitacdo constante, a uma temperatura inferior a 6
°C, adicionaram-se, gota a gota, 88 ml (1,32 mol; 1,8 eg/OH)
de 4&cido clorossulfénico a 580 ml (7,20 mol) de piridina
anidra. Aqueceu-se a mistura resultante até & temperatura de
75 °C e, posteriormente, adicionaram-se 40 g (0,25 mol) de
inulina (Fibruline Padré&o, comercializado por Trades S.A.). A
agitacdo e o aquecimento até 100 °C continuaram durante 5
horas. Uma vez decorrido esse tempo, a mistura reaccional
arrefeceu aproximadamente até 50 °C e adicionaram-se 50 ml de
&dgua desionizada a fim de destruir o excesso de é&cido
clorossulfénico. Durante essa fase, a temperatura ambiente

aumentou ligeiramente e apareceram duas fases.

Deixou-se repousar o produto reaccional bruto até se
atingir a temperatura ambiente. Separou-se a fase superior
(piridina) por succdo, enquanto a fase oleosa inferior se
verteu sobre uma solucdo a 10% de acetato de sdédio em
metanol. Deixou-se sedimentar o precipitado que se formou.

Separou-se o sobrenadante por decantagdo e rejeitou-se.

0O tratamento com a solucdo metandlica de acetato de
s6dio repetiu-se duas vezes e, na ultima fase, separou-se ©
s6lido por filtracdo sob wvazio wutilizando um filtro de

profundidade do tipo k-100 (Pall Corporation. Seitz-k-100).

Dissolveu-se o produto retido no filtro (s6lido
castanho) em Adgua destilada e filtrou-se a soluc&o resultante
sob vazio utilizando um filtro de profundidade do tipo k-100

para eliminar da reaccdoc a restante matéria insoluvel.

O filtrado resultante da fase anterior apresentou-se
como uma solucdo de cor ambar escuro que se tratou com aménio

quaternario (Quartamin). Como consequéncia, formou-se um
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s6lido muito abundante que se isolou por filtrac&o sob vazio
utilizando uma pré-camada de terra Hyflo (100 g). Lavou-se ©

filtro abundantemente com agua destilada.

O complexo polissulfato de inulina-Quartamin  foi
cuidadosamente separado das terras de filtracdo e tratado com
uma solucdo aquosa a 20% de NaCl, & temperatura de 80 °C,

durante duas horas.

Uma vez decorridas duas horas de reaccgdo, interrompeu-se
0 aguecimento, e guando a temperatura ambiente atingiu 60 °C
adicionou-se isopropancl. Manteve-se a agitacdo durante 30
minutos e, em seguida, verteu-se a mistura para um funil de

decantacdo a fim de separar a fase aquosa da orgénica.

Rejeitou-se a fase organica (isoprcpanol+aménio
quaterndrio). Filtrou-se a fase aquosa sob vazio a fim de

eliminar os restos da terra Hyflo.

Verteu-se uma mistura de metanol/acetona sobre a fase
aquosa. Deixou-se sedimentar o precipitado castanho que se
formou. Separou-se o sobrenadante por decantacdo e rejeitou-
se. Lavou-se o sedimento com metanol e dissolveu-se

posteriormente em agua desionizada.

Ajustou-se o pH da solucdo resultante entre 10,5 e 11
com NaOH a 10%. Aqueceu-se a solucgdo até a temperatura de 50
°C e tratou-se com Hy;0, durante 15 minutos. Finalmente,
interrompeu-se o aquecimento e ajustou-se o pH do meio até

5,5 com uma solucdo de acido acético a 2%.

Quando a solugdo descorada atingiu a temperatura

ambiente, verteu-se sobre ela metanol a 10%/solucdo de
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acetato de sédio. Formou-se imediatamente um precipitado

branco ou ligeiramente amarelo que se deixou sedimentar.

Separou-se o sobrenadante por decantacdo e desidratou-se

0 sedimento abundantemente com metanol.

Separou-se o sulfato de inulina por filtrag¢do sob vazio
utilizando uma placa porosa N° 3 e secou-se em um aquecedor a
vacuo a temperatura de 30 °C até a concentragdo de metanol

ser igual ou inferior a 0,3%.

0 produto apresentou-se sob a forma de um pd fino,

amorfo, branco ou ligeiramente amarelo.

Determinacdo do grau de sulfatacdo (sulfatos orgénicos) no

sal de sédio do polissulfato de inulina produzido

Pesaram-se exactamente 150 mg do produto, dissolveram-se
em &agua, e levou-se a solucdo resultante até 250 ml com o
mesmo solvente. Com uma pipeta retiraram-se 5 ml dessa
solucédo, transferiram-se para um copo de vidro de boca larga
de 50 ml, e adicionaram-se 25 ml de &gua. Avaliaram-se por
fotometria a 420 nm, utilizando uma soluc&o de cloreto de N-

-cetilpiridinio (CPC) a 0,1% (0,00279 M).

O teor em sulfato calculou-se utilizando a equacgéo

seguinte:
050, = Vx(}“‘00279><9f_i><100 - }3_3‘925(!’ Xlﬂﬂ%
BTS00 PRSYX W T 100-PPS
250% 100 100 |
Em que:

V: Volume consumido da solucdo de CPC a 0,1% em ml.

Peso da amostra, em mg.
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PPS: A perda de peso por desidratacdo do produto (105
°C, 4 horas), em %.

Grau de sulfatacdo produzido: 58,0%, expresso em relacdo
ao produto anidro, o que corresponde & uma molécula de
inulina totalmente sulfatada (sulfonacdo de todos os
grupos hidroxi)

Piridina residual livre e piridina sob a forma de um
sal: 127 ppm (o limite permitido é 200 ppm)

Sulfatos livres: 0,08%

IV (KBr) cm™': 2900(C-0-H), 1247(S=0), 800 (C-5-0)

Exemplo 1-B: Preparacéo do sal de sédic do polissulfato de

inulina utilizando &cido clorossulfénico/dimetilformamida

(DME')

A um reactor de trés tubuladuras (2 1), com um
termémetro e dois funis de adicdo, adicionaram-se 1.000 ml de
DMF anidra sob uma corrente de azoto. Arrefeceu-se o solvente
até uma temperatura inferior a © °C, e adicionaram-se, gota a
gota, 112 ml (1,68 mol; 1,8 eg/OH) de acido clorossulfénico

sob agitacdo constante.

Deixou-se &a temperatura do reactor atingir 15 °C e,
posteriormente, adicionou-se uma solucdo de 52,6 g de inulina
em 400 ml de DMF anidra. Manteve-se a reaccdo a temperatura

ambiente durante menos de 3 horas.

Uma vez decorrido esse tempo, verteu-se a reaccdo sobre
dgua fria. O pH da solugdo resultante aumentou até 7 a 8 com
NaOH a 30% e, posteriormente, verteu-se a solucdo sobre uma
outra a 10% de acetato de sbédio em metanol. Deixou-se
sedimentar o sdélido que ©precipitou e separou-se do

sobrenadante.
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Separou-se o sb6lido por filtracdo scb vazio através de
um funil de Bfiichner. Dissolveu-se em 1500 ml de “agua de
processo” e tratou-se a solucdo com 350 ml de amdénio
quaternadrio (Quartamin). O sdélido branco formado isolou-se
por filtracdo sob vazio utilizando uma pré-camada de terra

Hyflo (100 g).

Os sélidos retidos no filtro, em conjunto com a pré-
camada de terra Hyflo, transferiram-se para um reactor
provido de refrigeracdo e agitacdo mecanica, ao qual se
adicionaram 3 000 ml de uma solugdo de NaCl a 20%. Agitou-se
a mistura durante 6 horas a temperatura de 80 °C e
posteriormente filtrou-se sob vazio a quente, utilizando
papel de filtro. Guardou-se o filtrado (A), e transferiu-se o
s6lido retido no funil de Biichner novamente para o reactor a
fim de repetir a complexa fase de “breakdown” exactamente nas
mesmas condi¢des. O filtrado (B) que foi produzido a partir
dessa repeticdo foil misturado com (A), tendo-se rejeitado o

s6lido residual.

Verteram-se 3,3 volumes de uma mistura metanol/acetona
sobre a solucdo obtida a partir da reunido dos filtrados (A)
e (B). Deixou-se sedimentar o sélido que precipitou e isolou-
-se mediante filtracgdo por sucg¢do do sobrenadante. Lavou-se o
sedimento com metanol, drenou-se sob vazio através de um
funil de Blichner, e dissolveu-se em 4&gua de processo.
Determinou-se o teor em NaCl nessa soluc&o e ajustou-se para

10% (w/V).

Repetiu-se a etapa de precipitacgdao utilizando
metanol/acetona, e dissolveu-se o sbélido depositado no fundo

do recipiente em agua desionizada.
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Ajustou-se a concentracdc de cloreto de sdédio nessa
solucdo até 2% (w/V) e, posteriormente, adicionaram-se 2
volumes de metancl. Deixou-se a mistura em repouso.
Depositou-se o produto no fundo do recipiente. Separou-se ©
sobrenadante mediante filtracdo por succdo e dissolveu-se ©
produto em &gua de processo a fim de obter uma sclucdo com
uma concentracdc aproximada de 5% (w/V). Diafiltrou-se
[Diafiltracdo (Processo de ultrafiltracdoc onde o retido é
diluido com é&gua e recirculado)] essa solugdo através de uma
membrana de celulose regenerada MWCO [Molecular weight cut-
-0off (Peso molecular de corte)]=5000 a 1000 Da. Durante essa
etapa analisou-se periodicamente o permeado obtido com AgNOs;.
Considerou-se concluida a diafiltracdo quando o doseamento do

cloreto forneceu um resultado negativo.

Liofilizou-se a solucdo diafiltrada. Pulverizou-se o0
liofilizado obtido e ©peneirou-se. O sal de sédio do
polissulfato de dinulina obteve-se sob a forma de um pd

amorfo, branco ou ligeiramente amarelo.

Exemplos farmacoldgicos

A resisténcia da cartilagem e a sua capacidade de
regeneracdo determinam-se através de proteoglicanos da matriz
extracelular, especialmente dos agrecanos. A sintese desses
agrecanos pelos condrécitos articulares, e sua qualidade,
diminui com a idade, que constitui um dos principais factores

implicados no desenvolvimento de osteoartrite.

Exemplo 1: Avaliac¢ido dos efeitos in vitro de polissulfato de

inulina scbre a sintese de agrecancs extracelulares em uma

cultura priméria de condrdcitos humanos
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1A: Niveis de agrecanos determinados através da incorporacdo

de *°s

Materiais e processos

Isolaram-se condrbcitos articulares humanos seguindo os
processos descritos por W.T. Green Jr. (Clin. Orthop., 75,
248-260 (1971)) e K.E. Kuettner et al. (J. Cell. Biol., 93,
743-750 (1982)).

Cultivaram-se esses condrécitos em um gele de agarose
seguindo o processo descrito por P. D. Benya et al. (Cell,
30, 215-224, (1982)), e modificado por G. Verbruggen et al.
(Clin. FExp. Rheumatol., 8§, 371-378 (1990)) e por M.
Cornelissen et al. (J. Tiss. Cult. Meth., 15, 139-14¢
(1993)) .

Pesquisou-se a sintese de agrecanos mediante a
incorporacido de ¥g, wutilizando sulfato de sédio marcado
Na;’°S0, como precursor radioactivo. Apds duas semanas de
cultura, introduziram-se 10 uCi/ml de precursor radiomarcado
no meio de cultura durante 48 horas, da mesma forma que o
composto a ensaiar (polissulfato de inulina no Exemplo
Quimica 1), em diferentes concentracdes (0,0; 0,1; 0,5, 1,0;

5,0 pg/ml).

Os agrecanos °°S sintetizados acumularam-se parcialmente
uma vez mais na matriz intercelular de agarose ou entdo foram

libertados no meio de incubacéo.

Uma vez terminado o periodo de incubacdo, desagregou-se
mecanicamente o gel de agarose e submeteu-se posteriormente a

um processo de digestdo utilizando 3 ml de uma solucdo de
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agarose a 50 U/ml em um tampdo de fosfato 0,067M, a pH 6,0,

na presenca de inibidores de proteinases.

Centrifugou-se a suspensdo assim obtida; o sobrenadante
contendo 0s agrecanos °°S da matriz interterritorial e o meio
de 1incubacdo contendo os metabolitos de agrecanos °°S
libertados na matriz extracelular foram posteriormente

reunidos por técnicas cromatograficas.

O residuo, que continha os condrécitos e o0s agrecanos
g associados, foi tratado durante 48 horas com 1 ml de uma
solucdo de cloreto de guanidic 4,0M em um tampdo de acetato

0,05M a pH 5,8 contendo os inibidores das proteases.

O objectivo desse processo é extrair os agrecanos °°9
associados as células. Centrifugou-se a solugdo obtida a fim
de separar as <células do sobrenadante, o qual foi
posteriormente separado por processos cromatograficos. Os
processos cromatograficos para as diferentes fracgdes obtidas
realizaram-se sobre gele Sephadex G25 em um tampdo de fosfato
pH 6,8 contendo Na;30; 0,01M, a fim de separar 0S agrecanos

s do Na,Ss0, livre.

A radicactividade de cada um dos eluentes
macromoleculares obtidos foi avaliada e relacionada com o
numero de condrécitos contido na cultura inicial, expressa em
pg de 3330, incorporado nos agrecanos, por milhdo de

condrdécitos por hora.

Resultados

Apresentam-se nos Quadros 1, 2 e 3.
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Os quadros mostram a importante eficacia do polissulfato
de inulina no Exemplo Quimico 1, na producdo total de
agrecanos sintetizados  por repeticio (Quadro 3). o)
polissulfato de inulina no Exemplo Quimico 1 também ¢é capaz
de aumentar a produc¢do de agrecanos na matriz
interterritorial da (Quadro 1) bem como dos agrecanos

associados as células (Quadro 2).

A actividade Optima observa-se em uma concentracéo

proxima de 0,5 mg/ml.

Quadro 1
g °°S/10° céluias/hora Variacdo % Total % IES (pg/ml)
7.710 67,4 0,0
7.818 1,4 66,2 0,1
12.383 60,0 70,7 0,5
10.887%* 41,2* 70,7 -, 0
8.340 8,2 67,9 5,0

Quantidade de enxofre marcado radioactivamente incorpcrado nos
agrecancs da matriz interterritorial, por milh&o de células por
hora. Variagdo em % = Variacdo percentual em relagdo ao controlo
nido tratado (I25=0,0 pg/ml). % Total = Percentagem relativa a
quantidade total de agrecanos. IPS: dose ce po_lssulfeto de
inulina no Exemplo Quimico 1 arexado. %) <0,05 em relacdo ao

con-rolc ndo tratado

Quadro 2
pg °S/10° célu_as/hore Variacdc % Total % TIPS (ng/ml)
2.378 20,9 0,0
2.737 15,1 23,5 0,1
3.004% 28,8% 18,¢ 0,5
2.662 11,9 17,9 0
2.041 14,2 17,2 5.0

Quantidade de enxofre marcado radioactivamente incorpcrado nos
agrecanos da matriz interterricZorial asscciada és células, por
m:lhio de células por hora. Variagdo em & = Variagdc percentua_
er1 relagdo ao cortrolo ndo tratado (IPS=0,0 pg/ml). % Total =
Percentagem relativa & quantidade total de acrecanoss. IPS: dose

de polissu_Zato ce inulina no Zxemrplo Quimico 1 anexado. P*<0,05

ert relagéo ao controlo ndo tratado




Quadro 3
pg °S$/10° célu_as/hore Variagdc % Total % IES (pg/ml)
12,429 10C 0,0
12,756 2,9 10C 0,1
17.312% 51,5 10C 0,5
15.281%* 33, 7% 10C ~,0
12.106 3,0 10C 5,0

Quantidade de enxofre marcade radioactivamente incorpcradoe nos
agrecancs sintetizados por repetig¢do, por milh&o de células por
hora. Variagdo em % = Variagdo percentual em relagdo ao controlo
ndo tratado (I23=0,0 ug/ml). % Total = Percentagem relativa a
quantidade total de agrecanos. IPS: dose ce po_issulfato de
inulina 7o Exemplo Quimico 1 arexado. ﬁ) <0,05 em relacdo ao

con-rolc ndo tratado

1B: Concentracdo de agrecanos determinada por técnicas de

imunocitoquimica

Materiais e processos

Isolaram-se 08 condrbcitos articulares humanos e

cultivaram-se seguindo 0s processos descritos anteriormente.

Apds uma semana de cultura, determinou-se a acumulacio
de agrecanos associados aos condrécitos por meio da técnica
de imunocitoquimica descrita por L. Wang et al.
(Ostecarthritis Cart., 9, 248-260 (2001)). Trataram-se os
condrécitos com interleucina-1 (IL-1) a fim de simular uma

situacdo de inflamacdo e catabolismo. Em conjunto com a IL-1

adicionou-se o polissulfato de inulina do Exemplo Quimico 1.

Umna vez concluido o periodo de incubacdo, libertaram-se
0s condrécitos a partir do gel de agarose seguindo o processo
descrito. Os condrécitos e os agrecanos associados estudaram-

se por técnicas de citometria de fluxo utilizando anticorpos



monoclonais

dirigidos especificamente contra a fraccéo

proteica dos agrecanos.

Resultados

Apresentam-se no Quadro 4.

Esse

quadro confirma a eficdcia do polissulfato de

inulina do Exemplo Quimico 1 sobre a producdo de agrecanos

associados as células.

Além

dose-efeito,

composto,

relacao

do

disso, pode-se observar que existe uma

uma vez que, com doses muito maiores

hd um aumento importante da producdo de agrecanos

assoclados as células.

Quadro 4
Dador M32 Dador F45
MtSD Variagfo % M+SD Variagdo %

Contrclo 18,940,2 105,6 36,5+0,2 201,7
IL-1 17,940, 3 100,0 18,1+0,2 100,0
IL-1+IPS (0,5 pg/mo) - -——- 20,4+0,2 112,7
IL-1+IPS (1,0 pg/m) 20,8%1,2" 116,27 26,610,°" 147,0°
IL-1+IPS (2,5 pg/m) 21,6%1,1° 120,7 39,0+0,2 215,5
IL-1+IP5 (5,0 pg/mo) 25,0%1,4 139,7 - -

A intensidede média de f_uorescéncia dos condrécitos apdés marcagdo dos
agrecaros com anticorpos conjugados com fluoresceins. M=SD = médiz =
desvic oadréo. Varlagdo em % = Varizgdo percentual em relagdo ac grupo
tratade com IL-1, IL-1 = Interleucina-1, IPS = pclissulfatoc de inulina co
Exemplo Quimico 1, ’p <0,05 em relagdc ao grupc tratado com IL-1.

Exemplo 2:

Determinacdoc da capacidade do polissulfato de

inulina para inibir a degrada¢do dos agrecanos induzida pela

IL-1a



Materiais e processos

Os ensalos realizaram-se em culturas de condrdcitos a
partir de uma linha <celular de condrossarcoma murina

designada LTC (Chondrosarcoma Tissue Line).

As células da LTC foram mantidas em uma cultura em
monocamada em meio de DMEM Gibco (Meio de Eagle modificado
por Dulbecco) (contendc 4,5 g/1 de glucose) suplementado com
bicarbonato de sédio (3,7 g/l), glutamina (2mM), Acido
ascoérbico (50 mg/l), gentamicina (50 mg/l) e soro fetal

bovino Hyalone (10%), a pH 7,4.

As culturas de células LTC confluentes foram
tripsinizadas e 40 000 células por 0,5 ml de cultura foram
semeadas em microplacas de 48 poccs. Mantiveram-se durante
cinco dias, periodo durante o qual depositaram 15 a 30 pg de

glicosaminoglicanos (GAGs) em cada pogo.

Separou-se 0 meio, lavaram-se as membranas celulares
mediante a adicdo de 5 x 1 ml de um meic catabdlico {DMEM +
4,5 g/1 de glucose suplementado com bicarbonatc de sédio (3,7
g/1l), glutamina (2 mM), e 10 ng/ml de IL-la (Interleucina-lo)
a pH 7,4}. Posteriormente, mantiveram-se as culturas em 200
nl desse meio, suplementado ou ndoc com sal de sédio de
polissulfato de inulina do Exemplo Quimico 1, durante quatro

dias, sem alterar o meio, a temperatura de 37 °C.

A fim de wverificar o efeito do sal de sédio do
polissulfato de inulina na degradacdo dos agrecanos,

realizou-se um ensaio de Western Blot.



Para o ensaio de Western Blot, adicionaram-se a cada
poco 20 pl de Tris-acetato 50 mM a pH 7,3. As culturas (meio
+ membrana celular) foram desglicosiladas com 50 mU de
condroitinase ABC a temperatura de 37 °C durante 4 horas.
Posteriormente, extrairam-se as amostras de cada poco e
centrifugaram-se a 1 460 g durante 10 minutos. Separaram-se
fracgdes do sobrenadante de 25 pl por electroforese
(gradiente em gel de SDS-PAGE 8 a 12%) e analisaram-se por
técnicas de Western Blot utilizando o anticorpo Gl anti-agre-
canos. Gl é o produto da actividade da agrecanase, também
verificada por imunorreactividade com o anticorpo especifico
para um neo-epitopo anti-NITGE. O anti-soro utilizou-se na
diluicdo de 1:5 000 e a anti-(IgG de coelho) produzida em
cabra conjugada com a enzima peroxidase detectou-se

utilizando o Kit ECL Amersham.

Resultados

Apresentam-se na Figura 1, na qual se mostra claramente
uma técnica de Western Blot que representa o resultado dos
diversos tratamentos utilizados em uma cultura de condroécitos
murinos de condrossarcoma. Na mencionada figura, pode
observar-se que o tratamento dos condrécitos com IL-la é
responsavel por um aumento da degradacdo dos agrecanos, de
tal forma que a banda de fragmentos de agrecanos marcados com
0 anticorpo NITGE Gl se torna mais espessa. Pelo contrario,
quando a cultura é tratada com polissulfatc de inulina do
Exemplo Quimico 1, na presenga ou nido de IL-la, a degradacgéo
de agrecanos é inibida, de tal forma que a banda mencionada
antes estreita até quase desaparecer. Por conseguinte, o0
polissulfato de inulina é capaz de reduzir a degradacido dos

agrecanos em uma cultura de condrdcitos, razdo pela qual



também ird parar a degradacido da matriz extracelular no caso

de pacientes com ostecartrite.

Lisboca, 2 de Dezembro de 2010.



REIVINDICAGOES

1. Utilizacdo de sulfato de inulina sob a forma acida ou de
um seu sal aceitavel sob o ponto de vista fisioldgico, na
preparagdao de um medicamento para © tratamento ou a

profilaxia de osteoartrite em um mamifero.

2. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 1., na qual se
converte o sulfato de inulina, totalmente ou parcialmente, em

um sal por meio de um metal alcalino ou alcalino terroso.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 2., na gual o
metal alcalino é o sédio e o sulfato de inulina consiste no

sal de sdédio do sulfato de inulina.

4. Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 3., na gual o
sal de sdédio do sulfato de dinulina apresenta um grau de

sulfatacao entre 25% ¢ 62%, em uma base anidra.

5. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4., na gual o
grau de sulfatac¢do se situa entre 55% e 62%, em uma base

anidra.

6. Utilizag¢do de acordo com a reivindicagao 1., na gual o

sulfato de inulina se apresenta parcialmente hidrolisado.

7. Utilizacdo de acordo com a reivindicagcdo l.ou 6., na

qual o sulfato de inulina é um polissulfato de inulina

8. Utilizac¢do de acordo com a reivindica¢do 7., na qual o
polissulfato de inulina <consiste no sal de sdédio do

polissulfato de inulina.



9. Utilizacdo de acordo com uma qualquer das reivindicacdes
1. a 8., em que se adapta © medicamento para administracao

oral.
10. Utilizacdo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes

1. a 8., em gue se adapta o medicamento para

administrag¢do intra-articular.

Lisboa, 2 de Dezembro de 2010.
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