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(57) Resumo: POLISSACARIDEO DE GRAU FARMACEUTICO, COMPOSICAO, E SEUS USOS. A presente invencéo refere-se
a composi¢des para uso no tratamento de doencgas dependentes de galectina. Em particular, composi¢cdes compreendendo um
galactoarabino-ramnogalacturonato seletivamente despolimerizado, ramificado de que a cadeia principal € predominantemente
compreendida de por¢des de acido galacturdnico 1,4-ligado (GalA), com uma composicéo de cadeia principal inferior de alternar
GalA 1,4-ligado e ramnose 1,2-ligada (Rha), que sucessivamente é ligada a qualquer nimero de cadeias laterais, incluindo
predominantemente residuos de 1,4-b-D-galactose (Gal) e 1,5- (alfa)-L- arabinose (Ara).
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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "POLIS-
SACARIDEO DE GRAU FARMACEUTICO, COMPOSICAO, E SEUS

Usos".
PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica o beneficio de e prioridade para Pe-

dido Provisério No. de Série US 61/580,830, depositado em 28 de de-
zembro de 2011, a descricao total do qual esta incorporada aqui por
referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invencéo se refere a um polissacarideo de grau

farmacéutico, composi¢cdes farmacéuticas do mesmo e a métodos de
fabricar o mesmo. Outros aspectos da invencao se referem a métodos
de tratar condicbes de doenca, tais como condicdes médicas relacio-
nadas a inflamacéo e fibrose e cancer ligados pelo menos em parte a
expresséo aberrante ou aumentada de proteinas de galectina, usando
estes compostos e composicoes.

ANTECEDENTE DA INVENCAO

[003] Plantas e produtos de planta foram usados por muitos anos

para derivar produtos farmacéuticos, frequentemente na forma de mo-
léculas organicas complexas especificas que tém funcéo fisioldégica em
animais e em seres humanos. Além de moléculas especificas simples,
0S componentes estruturais da célula de planta, que sdo moléculas de
carboidrato grandes, complexas, foram explorados para varios efeitos
em animais e em seres humanos em fisiologia normal e doenca. Entre
os carboidratos complexos que compdem as paredes celulares de cé-
lulas de planta, pectinas representam uma classe de moléculas que
foram extensivamente examinadas.

[004] Para avaliar o efeito de pectinas na circulacdo sistémica e
orgaos de animais e seres humanos, tentativas foram feitas para de-

senvolver pectinas modificadas que poderiam ser utilizadas como
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compostos medicinais.

[005] Desta maneira, ha uma necessidade para fornecer pectinas
modificadas e método de fabricar pectinas modificadas para uso como
compostos medicinais parenterais ou enterais. Além disso, ha uma ne-
cessidade por estes compostos terem as propriedades farmacoldgicas
requeridas para inibir inflamacdo e fibrose enquanto permanecendo
ndo toxico a outras células e tecidos.

SUMARIO DA INVENCAO

[006] Aspectos da invencao se referem a um composto ou com-
posicdo compreendendo um composto em um veiculo farmacéutico
aceitavel para administracédo parenteral ou enteral, para uso em formu-
lacOes terapéuticas.

[007] Em algumas modalidades, o composto € um polissacarideo
e pode ser quimicamente definido como arabinogalacto-ramnoga-
lacturonano (aqui referido como Composto G), um heteropolimero se-
letivamente despolimerizado, ramificado cuja coluna vertebral é com-
preendida predominantemente de acido galacturdnico 1,4-ligado (Ga-
IA) e residuos de galacturonato de metila (MeGalA), com uma compo-
sicdo de coluna vertebral menor de alternar GalA 1,4-ligado e ramnose
1,2-ligado (Rha), que sucessivamente é ligado a qualquer numero de
cadeias laterais de oligdmero, incluindo predominantemente residuos
de 1,4-R-D-galactose (Gal), 1,5-a-L-arabinose (Ara) ou combinacao
dos mesmos. Outros componentes menores de cadeia lateral podem
incluir xilose (Xyl), glicose (Glu), fucose (Fuc) ou qualquer combinacao
do anterior.

[008] Em algumas modalidades, o composto de arabinogalacto-
ramnogalacturonano da presente invencdo (Composto G) € capaz de
reduzir a secre¢do de citocina TNF-alfa a partir de mondcitos ressalta-
do com endotoxina. Em algumas modalidades, o composto G é capaz

de reduzir a secrecdo de TNF alfa por macrofagos ativados antes de
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pelo menos 25%.

[009] Em algumas modalidades, o acido galacturénico 1,4-ligado
e cadeia principal de residuos de galacturonato de metila podem re-
presentar entre 55 a 85 por cento molar do teor molar de carboidrato
total, o heteropolimero ramificado de ramnose a-1,2 ligado alternada e
residuos de GalA a-1,4-ligados podem representar entre 1 e 6 por cen-
to molar do teor molar de carboidrato total, o oligbmero 1,4-R3-D-
galactose da ramificacdo priméaria pode representar entre 6 a 15 por
cento molar do teor molar de carboidrato total e o oligbmero 1,5 - a - L-
arabinose da ramificacdo primaria pode representar entre 2 a 8 por
cento molar do teor molar de carboidrato total, como caracterizado por
cromatografia de gas e/ou espectrometria de massa.

[0010] Em algumas modalidades, o oligdmero de residuos de 1,4-
[} -D-galactose, residuos de 1,5- a -L-arabinose ou combinagcdes dos
mesmos representam pelo menos 8 por cento molar do teor molar de
carboidrato total.

[0011] Em algumas modalidades, os residuos de 1,4- B -D-
galactose e 1,5- a -L-arabinose estdo presentes em uma relacdo de
2:1 a 3:1 no composto de arabinogalacto-ramnogalacturonano da pre-
sente invencao.

[0012] Em algumas modalidades, o composto da presente inven-
¢cao tem um grau de metoxilacdo variando de 40% a 70% do maximo
de 87%.

[0013] Em algumas modalidades, o composto da presente inven-
cao tem uma relacdo de galacturonato de metila para acido galactur6-
nico variando de 2:1 a 1:2.

[0014] Em algumas modalidades o composto da presente inven-
cao tem uma relacdo de galacturonato de metila mais acido galacturé-
nico para galactose variando de 4:1 a 7:1.

[0015] Em algumas modalidades, o percentual molar dos residuos
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de 1,4-3-D-Gal e 1,5-a-L-Ara no composto da presente invengado pode
exceder 10% dos carboidratos molares totais com relagcado aproximada
variando respectivamente de 1:1 a 3:1.

[0016] Em algumas modalidades, o composto € um polissacarideo
gquimicamente definidko como galactoarabino-ramnogalacturonato
(Composto G), um heteropolimero ramificado com distribuicdo de peso
molecular média de 2.000 a 80.000, ou 20.000 a 70.000, ou 5.000 a
55.000 Daltons, como determinado por método de SEC-RI e/ou SEC-
MALLS.

[0017] Em algumas modalidades, o composto pode ser um polis-
sacarideo modificado altamente solluvel suficientemente reduzido em
peso molecular médio, por exemplo de cerca de 2,000 a cerca de
80,000 D, para ser compativel com formulacdes terapéuticas para ad-
ministracdo pluralista por rotinas que incluem porém nao limitadas a
intravenosas, subcutaneas, intra-articulares, inaladas, e orais.

[0018] Em algumas modalidades, o composto pode estar substan-
cialmente livre de endotoxina microbiana, pesticidas agricolas, herbici-
das agricolas, cobre, metais pesados, proteinas, compostos nitroge-
nosos ou qualquer combinacéo do anterior.

[0019] Em algumas modalidades, o composto pode ser sintetizado
a partir de pectina de USP natural, altamente ramificada, minimamente
processada e metoxilada alta que pode vir de qualquer fonte de planta,
incluindo, porém, néo limitada a frutas citricas, maca, ou beterraba.
[0020] Em algumas modalidades, o composto pode ser sintetizado
a partir de pectina de USP natural, altamente ramificada, minimamente
processada e metoxilada alta como uma fabricada a partir de bagaco
de macga contendo 8-12% de pectina.

[0021] Em algumas modalidades, o composto pode ser sintetizado
sob uma hidrélise suficientemente controlada e especifica do um -GalA

1,4-ligado metoxilada ligado glicosidico enquanto preservando as ca-
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deias laterais com quantidades enriquecidas de 1,4- 3 -D-Gal e 1,5-a-
L-Ara. Quantidades de 1,4- 3 -D-Gal e 1,5-a-L-Ara podem ser quantita-
tivamente determinadas por métodos de GC-MS (cromatografia de
Gas-espectroscopia de massa) e AELC-PAD (cromatografia liquida de
troca ibnica-detector amperométrico pulsado).

[0022] Em algumas modalidades o composto pode ser produzido
por um processo compreendendo despolimerizagdo catabolizada por
clivagem de peroxidacdo alvejada de ligacBes glicosidicas por OH sup
ionizado - gerado a partir de &cido ascorbico e/ou peroxido na presen-
¢a ou auséncia de forma reduzida adicional de um ion de metal de
transicdo, como Cu sup.++. a 1 a 100 mM. Outros metais de transi¢éo
como Ca. sup.++ ou Fe.sup.++ podem da mesma forma ser usados
para este proposito.

[0023] Em algumas modalidades, compostos despolimerizados
podem ser expostos a pH dentre 8 a 10 durante 10 a 30 minutos em
temperatura de 2 a 60°C para iniciar demetoxilacéo limitada controlada
para gerar um composto de despolimerizado com um grau de metoxi-
lacdo de 40 a 70 por cento em comparagao a niveis iniciais de maximo
87% e pode ser referido como composto meio-metoxilado. Metoxilacdo
completa de acido galacturénico € considerada ser cerca de DE 87%.
[0024] Em algumas modalidades, a composicdo despolimerizada
pode ser exposta a lavagens multiplas de alcool acido quente (por
exemplo em temperaturas variando de 30 a 80°C) para remover qual-
quer endotoxina residual, cobre e metais pesados, contaminantes
agricolas e outras impurezas.

[0025] Em algumas modalidades, o composto nao induz viabilida-
de diminuida quando usado para tratar células estreladas hepaticas
humanas imortalizadas LX2.

[0026] Em algumas modalidades, o composto € capaz de reduzir

expressdo de galectina-3 na superficie celular ou diminuicdo substan-
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cial em secrecao de galectina-3 nos meios quando usados para tratar
células estreladas hepaticas humanas imortalizadas LX2 enfatizadas
produzindo galectina-3.

[0027] Aspectos da invencao se referem a um composto de arabi-
nogalacto-ramnogalcturonano compreendendo um &cido galacturénico
1,4-ligado (GalA) e cadeia principal de residuos de galacturonato de
metila (MeGalA) ligada a heteropolimeros ramificados de oligdbmeros
alternados de ramnose a -1,2 ligada e residuos de GalA a -1,4-ligados,
os residuos de ramnose transportando uma ramificacdo primaria de
oligbmeros de residuos de 1,4- 3 -D-galactose, residuos de 1,5- a -L-
arabinose, ou combina¢cdes dos mesmos, em que 0 composto € capaz
de reduzir a secrecéo de citocina TNF alfa a partir de mondcitos enfa-
tizados com endotoxina, em que o composto nao inibe proliferacéo de
célula de cancer em um apoptose de célula de cancer ou um modelo
citotoxico, e em que 0 composto ndo é citotoxico a mondcitos ou mo-
nocitos ativados.

[0028] Em algumas modalidades, o composto nao inibe prolifera-
cao de célula de cancer em uma célula de cancer e nao é citotoxico a
monaocitos ou mondcitos ativados em concentracdes até 500 pug/mL.
[0029] Em algumas modalidades, o acido galacturénico 1,4-ligado
e a cadeia principal de residuos de galacturonato de metila podem re-
presentar entre 55 a 85 por cento molar do teor molar de carboidrato
total, o heteropolimero ramificado de ramnose a -1,2 ligada alternada e
residuos de GalA a -1,4-ligados podem representar entre 1 e 3 por
cento molar do teor molar de carboidrato total, o oligbmero 1,4- 3 -D-
galactose da ramificacdo primaria pode representar entre 6 a 15 por
cento molar do teor molar de carboidrato total e o oligbmero 1,5- a -L-
arabinose da ramificacdo primaria pode representar entre 2 a 8 por
cento molar do teor molar de carboidrato total, como caracterizado por

cromatografia de gas e/ou espectrometria de massa.
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[0030] Em algumas modalidades, os residuos de 1,4- 3 -D-
galactose, residuos de 1,5- a -L-arabinose ou combinacdo dos mes-
mos podem representar pelo menos 8 por cento molar do teor molar
de carboidrato total.

[0031] Em algumas modalidades, os residuos de 1,4- B3 -D-
galactose e 1,5- a -L-arabinose podem estar presentes em uma rela-
cao de 2:1.

[0032] Em algumas modalidades, o composto pode ter um peso
molecular médio variando de 5 kDa a 55 kDa ou variando de 2 kDa a
70 kDa.

[0033] Em algumas modalidades, o composto pode ter um grau de
metoxilag&o variando de 40% a 70% fora do maximo 87%.

[0034] Em algumas modalidades, o composto pode ter uma rela-
cao de galacturonato de metila para acido galacturdnico variando de
2:1al?2.

[0035] Em algumas modalidades o composto pode ter uma relacéo
de galacturonato de metila mais acido galacturénico para galactose
variando de 4:1 a 8:1.

[0036] Em algumas modalidades, o composto ndo induz viabili-
dade diminuida quando usado para tratar células estreladas hepaticas
humanas imortalizadas LX2.

[0037] Em algumas modalidades, o composto é capaz de induzir
diminuicdo substancial em expressao de galectina-3 na superficie ce-
lular ou diminuicdo substancial em secrecédo de galectina-3 nos meios
guando usado para tratar células estreladas hepaticas humanas imor-
talizadas LX2 enfatizadas produzindo galectina-3.

[0038] Aspectos da invencédo se referem a composi¢cdes compre-
endendo um composto em um veiculo farmacéutico aceitavel para uso
em formulagBes terapéuticas. Em algumas modalidades, a composi-

cao pode ser administrada parenteralmente por meio de uma rotina
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intravenosa, subcutanea, ou oral.

[0039] Em algumas modalidades, a composicdo pode também
compreender um agente terapéutico. Por exemplo, o agente terapéuti-
co pode ser um composto antioxidante, agente anti-inflamatoério, vita-
minas, um suplemento nutracéutico ou combina¢des dos mesmos.
[0040] Em algumas modalidades, a composi¢cdo pode ser usada
no tratamento de esteatohepatite ndo alcodlica, fibrose, disturbios in-
flamatorios e autoimunes, condicdes neoplasicas ou de cancer.

[0041] Em algumas modalidades, a composi¢cdo pode ser usada
no tratamento de fibrose hepatica, fibrose renal, fibrose pulmonar, ou
fibrose de coracéo.

[0042] Em algumas modalidades, a invencdo se refere a uma
composi¢ao ou um composto utilizado no tratamento ou um método de
tratar distarbios inflamatérios e fibroticos em que galectinas estéo pelo
menos em parte envolvidas na patogénese, incluindo, porém, ndo limi-
tado a atividade antifibrose aumentada em oOrgaos, incluindo, porém,
nao limitado a figado, rim, pulmé&o, e coracéao.

[0043] Em algumas modalidades, a invencdo se refere a uma
composicdo ou um composto tendo atividade terapéutica ou um meéto-
do para reduzir a patologia e atividade de doenca associada com es-
teatohepatite ndo alcoolica (NASH) incluindo, porém, ndo limitada a
esteatose (acumulo de gordura em hepatdécitos), degeneracdo em ba-
l&o de hepatdcitos, infiltrado inflamatério no figado, e deposicéo de co-
lageno ou fibrose.

[0044] Em algumas modalidades, a invencdo se refere a uma com-
posicdo ou um composto utilizado no tratamento ou um método de tratar
distarbios inflamatérios e autoimunes em que galectinas estdo pelo me-
nos em parte envolvidas na patogénese incluindo, porém, nao limitado a
artrite, artrite reumatoide, asma, e doenca inflamatdria intestinal.

[0045] Em algumas modalidades, a invencdo se refere a uma
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composi¢cao ou um composto utilizado no tratamento ou um método de
tratar condicbes neoplésicas (por exemplo canceres) em que galecti-
nas estdo pelo menos em parte envolvidas no patogénese inibindo-se
processos promovidos pelo aumento em galectinas, incluindo, porém,
nao limitado a invaséo de célula de tumor, metastase, e neovasculari-
zacao.

[0046] Em algumas modalidades, a invencdo se refere a uma com-
posicdo ou um composto utilizado em aumento ou um método para au-
mentar a capacidade de tumor que infiltrar células T, que sdo inibidas
pelo menos em parte pelo efeito de proteinas de galectina derivadas de
tumor, para mais efetivamente identificar e matar células de tumor e des-
se modo reduzir, parar ou reverter a progressao de tumores.

[0047] Em algumas modalidades, uma quantidade terapéutica-
mente eficaz do composto despolimerizado ou da composicdo pode
ser compativel e eficaz em combinacdo com uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz de varios farmacos anti-inflamatorios, vitaminas, ou-
tros farmacos farmacéuticos e nutracéuticos, sem limitacéo.

[0048] Em algumas modalidades, uma quantidade terapéutica-
mente eficaz do composto despolimerizado ou da composicdo pode
ser compativel e eficaz em combinacdo com uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz de varios compostos antioxidantes tais como glicirrizi-
na, acido ascorbico, L-glutationa, cisteamina e similar ou combinacdes
dos mesmos.

[0049] Em algumas modalidades, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz do composto ou da composicdo pode ser nao toxica e
nao induz apoptose em linhagens celulares cultivadas quando adicio-
nadas a meio de cultura de célula incluindo porém néo limitado a li-
nhagens celulares LX-2, ou outras células estreladas.

[0050] Em algumas modalidades, uma quantidade terapeuticamen-

te eficaz do composto ou da composicao nao € citotoxica a células culti-
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vadas de mamifero quando adicionada a meio de cultura de célula in-
cluindo, porém, ndo limitado a Células de melanoma B16-F10, células
de THP-1 mondcito/macréfago, células mononucleares de sangue peri-
férico primarias (PBMC) e células de fibroblasto pulmonares MRC-5.
[0051] Em algumas modalidades, uma quantidade terapeuti-
camente eficaz do composto ou da composi¢cdo pode ter um efeito an-
ti-inflamatério em linhagens celulares como medido por producdo de
citocinas pro-inflamatérias incluindo, porém, ndo limitado a TNF-alfa.
[0052] Em algumas modalidades, eficacia do composto ou da
composicao para tratamento de fibrose hepatica pode ser determinada
administrando-se o composto ou composi¢cdo a modelos de animal de
fibrose incluindo, porém, ndo limitado a ratos injetados intraperitonea-
mente com a toxina quimica tioacetamida, resultando em pelo menos
5% a 25% de reducdo em teor de colageno hepatica como determina-
do por quantificacdo morfométrica.

[0053] Em outra modalidade, eficacia da composicédo para trata-
mento de NASH pode ser determinada administrando-se 0 composto
ou composicdo a modelos de animal de NASH incluindo, porém, nao
limitado a camundongos tornardos diabéticos e alimentados uma dieta
hiperlipidica, resultando em pelo menos 5% de reducdo em acumulo
de gordura hepatocelular, pelo menos uma reducéo de 5% no namero
de hepatdcitos com degeneracdo em baldo, pelo menos 5% de redu-
cao em infiltracdo hepatica de células inflamatérias, e pelo menos uma
reducdo de 5% em teor de colageno hepatica como determinado por
guantificacdo morfométrica (avaliado por manchamento positivo para
vermelho Sirius).

[0054] Em outra modalidade, administrar uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz do composto despolimerizado ou da composi¢céo a
um modelo animal de NASH pode resultar em reducéo de fibrose co-

mo medido por histopatologia padrdo de bidpsias, reducdo em ativida-
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de de doenca graduacdo de NAFLD, uma diminuicdo no numero de
células expressando alfa Actina de Musculo Liso, ou uma diminuicao
em outros mediadores inflamatérios ou uma diminuicdo em trafego de
lipidio e enzimas de metabolismo incluindo, porém, ndo limitado a
CD36.

[0055] Em outra modalidade, administrar uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz do composto despolimerizado ou da composi¢cdo po-
de resultar em reducdo de galectina-3 como medido por nivel de
MRNA ou a expresséo da proteina de ligacdo de galactose.

[0056] Em outra modalidade, administrar uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz do composto despolimerizado ou da composi¢cdo po-
de resultar em crescimento reduzido, invasao, metastase, ou sensibili-
dade aumentada ao sistema imune inato de tumores singénicos ou
Xenotopicos em animais.

[0057] Estes e outros aspectos da presente invencao se tornardo
aparentes em referéncia a seguinte descri¢cédo detalhada.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0058] A presente invencéo sera também explicada com referéncia

aos desenhos anexos, em que estruturas semelhantes sao referidas
para por numerais semelhantes ao longo das varias visées. Os dese-
nhos ndo sdo mostrados necessariamente em escala, com énfase em
vez de geralmente ser colocados ao ilustrar os principios da presente
invencao.

[0059] As Figuras 1 mostra um esquematico de um fluxograma de
processo industrial que pode ser utilizado em uma modalidade para
fabricar Composto G, o ingrediente farmacéutico ativo.

[0060] A FIG. 2 mostra uma ilustracdo da estrutura molecular do
Composto G de acordo com algumas modalidades.

[0061] A FIG. 3a mostra um calculo de plotagem de Zimm de peso

molecular médio calculado para o composto seletivamente despolime-
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rizado da presente invencdo (Composto G) como determinado por me-
todo de Analisador de Dispersao a Laser Multi-Angel (MALS). FIG. 3b
mostra que um Calculo de plotagem de Zimm de parametros de dn/dc
calculados para o composto seletivamente despolimerizado (Compos-
to G) da presente invencdo em 10 nM solugdo tamponada de EDTA
como determinado por método de Analisador de Dispersdo a Laser
Multi-Angel (MALS).

[0062] A FIG. 4a mostra a determinacdo de distribuicdo de peso
molecular do composto seletivamente despolimerizado (Composto G)
da presente invencdo usando um método de cromatografia de exclu-
séo de tamanho (SEC). A curva padréo estabelecida por referéncia a
padrées de peso molecular de polissacarideos (MW) monitorados por
detector de Indice Refrativo (RI) que sdo usados para calcular o peso
molecular médio. Fig 4b mostra o perfil do composto seletivamente
despolimerizado (Composto G) da presente invencdo como caracteri-
zado por detector de indice Refrativo (RI).

[0063] A FIG. 5a mostra RMN bidimensional (2-D RMN) do espec-
tro combinado de D1 e C13 RMN para Composto G. Este RMN bidi-
mensional descreve uma identificacdo de impressédo digital das liga-
¢cOes glicosidicas do Composto G. FIG. 5b mostra RMN bidimensional
(2-D RMN) do espectro combinado de D1 e C13 RMN para Composto
S. Figura 5¢ mostra uma comparacéo de sobreposicao destes espec-
tros demonstrando as diferencgas entre Composto G e Composto S. Os
sinais circulados séo especificos para Composto G.

[0064] A FIG. 6a-d é uma representacao de varios tipos de experi-
éncias demonstrando a falta de citotoxicidade e apoptose do Compos-
to G em linhagem celular hepética estralada cultivada LX-2. FIG. 6a é
um grafico mostrando a incorporacdo de timidina radiorrotulada em
células de LX-2 cultivadas. FIG. 6b sdo um gréafico mostrando a avalia-

cao de viabilidade celular em células de LX-2 cultivadas. FIG. 6¢ des-
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creve uma avaliacdo de apoptose e ciclo celular por FACS em células
de LX-2 cultivadas. FIG. 6d mostra uma avaliacdo de apoptose por
fragmentacdo de DNA em células de LX-2 cultivadas usando kit de de-
teccéo de apoptose Annexin V APC (eBioscience).

[0065] A FIG. 7 é um grafico mostrando a citotoxicidade relativa na
linhagem celular de monécito/macréfago THP-1 seguindo 3 dias na
presenca de Composto G da presente invengéao (quadrado), Composto
D, um produto de galactomanano (diamante) e digitoxina (triangulo).
[0066] A FIG. 8 é um grafico mostrando a citotoxicidade relativa
em linhagem celular de melanoma cultivada B16-F10 seguindo 3 dias
na presenca de Composto G da presente invencédo (diamante), Com-
posto D, um produto de galactomanano (quadrado) e 5-Fluoruracila
(triangulo).

[0067] A FIG. 9 é um gréafico mostrando a falta de citotoxicidade do
Composto G em células mononucleares de sangue periférico cultiva-
das (PBMC), uma cultura de célula primaria.

[0068] A FIG. 10 é um gréafico mostrando a falta de citotoxicidade
em células de crescimento de fibroblasto pulmonar (MRC-5 *) depois
de 4 dias de crescimento na presenca de Compostos G e Composto
D. Citotoxicidade foi medida usando ensaio de MTS.

[0069] A FIG. 11 é um grafico mostrando o efeito anti-inflamatério
relativo de trés polissacarideos modificados incluindo composto G da
presente invencao, em secrecdo de TNF-alfa por células de PBMC en-
fatizadas a com endotoxina microbiana (50 ng/mL).

[0070] A FIG. 12 é uma comparacdo de Composto G da presente
invencdo e Composto H na secrecdo de TNF-alfa por células de
PBMC enfatizadas com endotoxina microbiana (50 ng/mL).

[0071] A FIG. 13 é uma fotografia de imunomanchamento de galec-
tina-3 com MAb-HRP descrevendo o efeito de supressao anti-galectina

do Composto G em secrecao de galectina-3 por células de LX-2.
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[0072] A FIG. 14 é uma representacdo de um modelo de fibrose de
rato experimental induzida por injecédo de tioacetamida (modelo TAA
modelam, um modelo de fibrose hepatica de toxicidade quimica).
[0073] A FIG. 15 é uma representacao fotografica de regresséo
histolégica de fibrose (manchamento vermelho Sirius para colageno)
depois de tratamentos de 4 semanas com Composto G de fibrose he-
patica induzida por TAA.

[0074] A FIG. 16 é uma comparacao grafica e estatistica de por-
centagem de colageno no figado (como uma medida de fibrose) no
modelo de TAA depois de 4 semanas de tratamento com controle de
veiculo, Composto D e Composto G. Manchamento Vermelho Sirius
foi usado para medida quantitativa de colageno percentual nas laminas
histoldgicas.

[0075] A FIG. 17 é uma representacdo do modelo de fibrose de
esteatose hepatica de camundongo, um modelo experimental de
NASH associado com distarbio metabdlico (diabetes severa) e dieta
hiperlipidica. Da mesma forma mostrado € o designio experimental de
tratamento com Composto G e Composto D.

[0076] A FIG. 18 é um grafico mostrando a mudanca em peso cor-
poral de camundongos de NASH tratados com veiculo, Composto D,
ou Composto G.

[0077] As Figuras 19A-B mostram o significado estatistico da ex-
tensdo de descrever a extensdo de esteatose de célula hepatica, de-
generacdo em baldo, e inflamacao lobular (como resumido em uma
contagem de atividade de NAFLD) em camundongos tratados com ve-
iculo, Composto D, e Composto G.

[0078] As Figuras 20A-B mostram o significado estatistico da ex-
tensdo de colageno percentual em secdes hepatica como medido pelo
método de manchanmento Vermelho Sirius, para camundongos NASH

tratados com veiculo, Composto D, e Composto G.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0079] Modalidades detalhadas da presente invencdo séo descri-

tas aqui; entretanto, sera entendido que as modalidades descritas sédo
meramente ilustrativas da invencdo que podem ser incorporadas de
varias formas. Além disso, cada um dos exemplos determinados com
relacdo as varias modalidades da invencao é pretendido ser ilustrativo,
e nao restritivo. Além disso, as figuras ndo sdo necessariamente em
escala, algumas caracteristicas podem ser exageradas para mostrar
detalhes de componentes particulares. Além disso, quaisquer medi-
das, especificacbes e similar mostradas nas figuras sédo pretendidas
ser ilustrativas, e ndo restritivas. Portanto, detalhes estruturais e funci-
onais especificos descritos aqui ndo serao interpretados como limitan-
tes, porém somente como uma base representativa para ensinar al-
guém versado na técnica para variadamente empregar a presente in-
vencao.

[0080] Citacdo de documentos aqui ndo é pretendida como uma
admissdo que quaisquer dos documentos citados aqui € técnica ante-
rior pertinente, ou uma admissdo que os documentos citados sdo ma-
teriais considerados a patentabilidade das reivindicacdes do presente
pedido.

[0081] A menos que de outra maneira especificado, todas as por-
centagens expressas aqui Sao peso/peso.

[0082] Pectinas sdo compreendidas de polimeros de carboidrato
grandes diversificados que sao compostos de uma cadeia principal de
acido galacturénico polimérico com moléculas de ramnose intercala-
das periddicas e cadeias ramificadas periodicas de varios carboidratos
incluindo galactose, arabinose, fucose, glicose, e outros. As moléculas
de acido galacturénico sdo naturalmente modificadas por metoxilacdo
em uma porcentagem alta dos residuos.

[0083] Os polimeros de carboidrato de pectina grandes foram es-
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tudados em sua forma nativa (diretamente depois da extragéo de plan-
tas) e depois de varios graus de modificacdo que hidrolizam e quimi-
camente modificam os polimeros. Enquanto pectinas modificadas sdo
amplamente usadas na industria de alimento para sua capacidade em
gel e fornecer consisténcia em varias preparacdes de alimento, os
mesmos foram da mesma forma avaliados como compostos medici-
nais potenciais.

[0084] Materiais de pectina derivados de planta, igualmente inalte-
rados e modificados, foram extensivamente avaliados quando adminis-
trados oralmente a animais e seres humanos. Uma variedade de efei-
tos de pectinas oralmente administradas inalteradas e modificadas fo-
ram descritas incluindo saciedade aumentada, perda de peso, modifi-
cacao de motilidade de intestino, e efeitos em fungdo de intestino in-
cluindo efeitos salutares em constipacao e diarréia. Material de pectina
ingerido ndo é digerido por enzimas do intestino normais nem absorvi-
do pelo intestino. Portanto, ha pouca a nenhuma pectina que € absor-
vida na corrente sanguinea depois da absorcao oral.

[0085] Para avaliar o efeito de pectinas e moléculas de pectina
modificadas na circulacéo sistémica e orgdos de animais e seres hu-
manos, tentativas foram feitas para desenvolver pectinas modificadas
gue poderiam ser utilizadas como compostos parenterais. Pectina de-
rivada de uma mistura de fruta citrica foi avaliada em modelos de cul-
tura de célula e em modelos de animal de doenca, particular em célu-
las de cancer e modelos de cancer em animais. O uso de pectina citri-
ca modificada foi mostrado causar citotoxicidade e apoptose em linha-
gens de célula animal. Tal pectina citrica modificada foi proposta ser
uatil em condi¢cdes malignas (Vide US 8,128,966).

Galectinas

[0086] Galectinas (da mesma forma conhecidas como galaptinas

ou S-lectina) é uma familia de lectinas que liga beta-galactosideo. Ga-
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lectina como nome geral foi proposta em 1994 para uma familia de lec-
tinas animal (Barondes, S.H., e outro: Galectinas: a family of animal
beta-galactoside-binding lectins. Cell 76, 597-598, 1994), A familia é
definida por ter pelo menos um dominio de reconhecimento de carboi-
drato caracteristico (CRD) com uma afinidade para beta-galactosideos
e compartilhando certos elementos de sequéncia. Dentro da mesma
cadeia de peptideo, algumas galectinas tém um CRD com apenas al-
guns aminoacidos adicionais, visto que outros tém dois CRDs ligados
por um peptideo de ligacdo, e uma (galectina-3) tem um CRD ligado a
um tipo diferente de dominio. O dominio de reconhecimento de carboi-
drato de galectina (CRD) é um beta-sanduiche de cerca de 135 ami-
noacidos. As duas folhas séo ligeiramente curvadas com 6 filamentos
formando o lado céncavo e 5 filamentos formando o lado convexo. Os
lados cbncavos formam um encaixe em que carboidrato é ligado
(Leffler H, Carlsson S, Hedlund M, Qian Y, Poirier F (2004). "Introduc-
tion to galectins." Glycoconj. J. 19 (7-9): 433-40).

[0087] Uma ampla variedade de fendmenos bioloégicos foi mostra-
da estar relacionada a galectinas, por exemplo, desenvolvimento, dife-
renciacdo, morfogenia, metastase de tumor, apoptose, entacamento
de RNA, etc. Entretanto, relativamente pouco € conhecido a cerca do
mecanismo pelo qual galectinas exercem estas funcdes, particular-
mente em termos de reconhecimento de carboidrato.

[0088] Geralmente, o dominio de carboidrato liga-se a residuos de
galactose associados com glicoproteinas. Pelo menos quinze protei-
nas de galectina de mamifero foram identificadas ter um ou dois domi-
nio de carboidrato em tandem.

[0089] Proteinas de galectina sdo encontradas no espaco intrace-
lular onde os mesmos foram nomeadas varias funcfes e sdo segrega-
das no espaco extracelular. No espaco extracelular, proteinas de ga-

lectina podem ter funcdes incluindo promover interaces multiplas en-
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tre glicoproteinas que pode levar a funcdo reduzida, ou funcbes au-
mentadas, ou no caso de receptores de glicoproteina de membrana
integral, modificagcdo de sinalizagédo celular (Sato e outro “Galectins as
danger signals in host-pathogen and host-tumor interaction: new mem-
bers of the growing group of “Alarmins.” In “Galectins,” (Klyosov, e out-
ro eds), John Wiley e Sons, 115-145, 2008, Liu e outro “Galectins in
acute and chronic inflammation,” Ann. N. Y. Acad. Sci. 1253: 80-91,
2012). Proteinas de galectina no espaco extracelular podem adicio-
nalmente promover interagbes de célula-célula e matriz de célula
(Wang e outro, “Nuclear and cytoplasmic localization of galectin-1 and
galectin-3 and their roles in pre-mRNA splicing.” In “Galectins” (Klyosov
et al eds.), John Wiley and Sons, 87-95, 2008).

[0090] Galectinas foram mostradas para ter dominios que promo-
vem homodimerizacdo. Desse modo, galectinas sédo capazes de acao
como um “cola molecular” de tipos entre glicoproteinas. Galectinas sao
encontradas em compartimentos celulares multiplos, incluindo o nu-
cleo e citoplasma, e sdo segregadas no espaco extracelular onde elas
interagem com superficie celular e glicoproteinas de matriz extracelu-
lar. O mecanismo de interagcdes moleculares pode depender da locali-
zacao. Enquanto galectinas podem interagir com glicoproteinas no es-
paco extracelular, as interacdes da galectina com outras proteinas no
espaco intracelular geralmente ocorrem por dominios de proteina. No
espaco extracelular a associacdo de receptores de superficie de célula
pode aumentar ou diminuicao sinalizacao de receptor ou a capacidade
de interagir com ligantes. Proteinas de galectina notadamente aumen-
tada em varios estados de doenca de animal e seres humanos, inclu-
indo, porém, ndo limitado a doencas associadas com inflamacé&o, fi-
brose, autoimunidade, e neoplasia. Galectinas foram diretamente im-
plicadas na patogénese de doenca, como descrito abaixo. Por exem-

plo, estados de doencas que podem ser dependentes em galectinas
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incluem, porém ndo sao limitadas a, inflamacéo aguda e crbnica, dis-
turbios alérgicos, asma, dermatite, doenca autoimune, artrite inflamato-
ria e degenerativa, doenca neurolégica mediada imune, fibrose de o6r-
gdos multiplos (incluindo, porém, nao limitado a figado, pulmao, rim,
pancreas, e coracdo), doenca inflamatéria intestinal, aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca, doenca inflamatéria ocular, uma variedade
grande de canceres.

[0091] Além de estados de doenca, galectinas sdo moléculas re-
guladoras importantes na modulacdo da resposta de células imunes
para vacinacao, patdgenos exodgenos e celulas de cancer.

[0092] Alguém versado na técnica apreciara que compostos que
podem ligar-se a galectinas e/ou alter a afinidade de galectina por gli-
coproteinas, reduz interagdes hetero- ou homo-tipicas entre galecti-
nas, ou de outra maneira alterar a funcéo, sintese, ou metabolismo de
proteinas de galectina pode ter efeitos terapéuticos importantes em
doencas dependentes de galectina.

[0093] Galectinas mostram uma afinidade por residuos de galacto-
se ligados a outros compostos organicos, tal como em lactose [(3-D-
Galactosido)-D-glicose], N-acetil-lactosamina, poli-N-acetillactosamina,
galactomananos, fragmentos de pectinas, bem como outra galactose
contendo compostos. Deveria ser notado que galactose por si s6 nao
liga-se a galectinas, ou liga-se tao fracamente que a ligacdo quase néao
pode ser detectada.

[0094] Pectina e pectina modificada foi mostrada ligar-se a protei-
nas de galectina presumivelmente na base de conter residuos de ga-
lactose que sédo apresentados no contexto de uma macromolécula,
neste caso um carboidrato complexo em vez de uma glicoproteina no
caso de células animais.

[0095] Proteinas de galectina foram mostradas ser notadamente

aumentadas em inflamacé&o, distarbios fibréticos, e neoplasia (Ito e
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outro “Galectin-1 as a potent target for cancer therapy: role in the tu-
mor microenvironment”, Cancer Metastasis Rev. PMID: 22706847
(2012), Nangia-Makker e outro Galectin-3 binding and metastasis,”
Methods Mol Biol. 878: 251-266, 2012, Canesin e outro Galectin-3 ex-
pression is associated with bladder cancer progression and clinical
outcome,” Tumour Biol. 31: 277-285, 2010, Wanninger e outro “Sys-
temic and hepatic vein galectin-3 are increased in patients with alcohol-
ic liver cirrhosis and negatively correlate with liver function,” Cytokine.
55: 435-40, 2011. Além disso, experiéncias mostraram que galectinas,
particularmente galectina-1 e galectina-3, estdo diretamente envolvi-
das na patogénese destas classes de doenga (Toussaint e outro, “Ga-
lectin-1, a gene preferentially expressed at the tumor margin, promotes
glioblastoma cell invasion.”, Mol Cancer. 11:32, 2012, Liu et al 2012,
Newlaczyl e outro, “Galectin-3 — a jack-of-all-trades in cancer,” Cancer
Lett. 313: 123-128, 2011, Banh e outro, “Tumor galectin-1 mediates
tumor growth and metastasis through regulation of T-cell apoptosis,”
Cancer Res. 71: 4423-31, 2011, Lefranc e outro, “Galectin-1 mediated
biochemical controls of melanoma and glioma aggressive behavior,”
World J. Biol. Chem. 2: 193-201, 2011, Forsman e outro, “Galectin 3
aggravates joint inflammation and destruction in antigen-induced arthri-
tis,” Arthritis Reum. 63: 445-454, 2011, de Boer e outro, “Galectin-3 in
cardiac remodeling and heart failure,” Curr. Heart Fail. Rep. 7, 1-8,
2010, Ueland e outro, “Galectin-3 in heart failure: high levels are asso-
ciated with all-cause mortality,” Int J Cardiol. 150: 361-364, 2011,
Ohshima e outro, “Galectin 3 and its binding protein in rheumatoid ar-
thritis,” Arthritis Rheum. 48: 2788-2795, 2003).

[0096] Portanto, ha uma necessidade para identificar terapéuticos
gue afetaram galectinas envolvidas em distarbios humanos, tais como
doencas inflamatdrias, doencas fibroticas, doencas neoplasicas ou

combinag¢des dos mesmos, e que tém um perfil de seguranca seguro,
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para ser usado em terapéuticos.
Pectinas Quimicamente Modificadas e Composicoes

[0097] Composi¢cbes compreendendo uma pectina quimicamente
modificada derivadas de pectina de maca e métodos de fabricar tal pecti-
na de macd modificada tendo uma atividade em um ensaio celular de
fibrose inflamatoria foram previamente descritas [vide US 8,236,780, in-
corporado aqui por referéncia em sua totalidade]. Tal pectina modificada
foi mostrada reduzir a inducao de células fibrogénicas derivadas hepética
enquanto ndo tendo efeito em viabilidade das células.

[0098] Aspectos da invencdo se referem a uma pectina quimi-
camente modificada ou composicédo de pectina modificada e métodos
de produzir uma pectina modificada ou composi¢ao de pectina modifi-
cada tendo efeitos antifibrogénicos e/ou anti-inflamatérios. Em algu-
mas modalidades, a pectina modificada é um polissacarideo quimica-
mente definido como galactoarabino-ramnogalacturonato.

[0099] Composicdes para administracdo parenteral ou enteral a
um individuo s&o descritas aqui. Em algumas modalidades, a compo-
sicdo pode compreender um derivado de pectina ou composto de pec-
tina modificado da invencdo em um veiculo farmacéutico aceitavel. O
termo “veiculo farmaceuticamente aceitavel” se refere a um veiculo ou
adjuvante que pode ser administrado a um individuo (por exemplo, um
paciente), juntamente com um composto desta invencdo, e que néao
destréi a atividade farmacologica do mesmo e é nado téxico quando
administrado em doses suficientes para liberar uma quantidade tera-
péutica ou um monte eficaz do composto.

[00100] “Veiculo farmaceuticamente aceitavel" se refere a qualquer
e todos os solventes, meios de dispersédo, por exemplo, albumina hu-
mana ou polipeptideos de gelatina reticulados, revestimentos, compos-
tos antibacterianos e antifungicos, isotonico, por exemplo, cloreto de

sédio ou glutamato de sodio, e compostos de atraso de absorcao, e
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similar que sédo fisiologicamente compativeis. O uso de tais meios e
compostos para substancias farmaceuticamente ativas sdo bem co-
nhecidas na técnica. Preferivelmente, o veiculo é adequado para ad-
ministracdo oral, intravenosa, intramuscular, subcutéanea, parenteral,
espinhal ou epidural (por exemplo, por injecéo ou infusdo). Dependen-
do da rotina de administragéo, 0 composto ativo pode ser revestido em
um material para proteger o composto da acdo de &cidos e outras
condi¢des naturais que podem inativar o composto.

[00101] Em algumas modalidades, o composto de pectina modifi-
cado é obtido a partir de uma pectina de grau farmacéutico.

[00102] Em algumas modalidades, a pectina modificada da presen-
te invencéo pode ter efeitos anti-inflamatorio realgcados e/ou antifibro-
génicos realcados quando comparado a composi¢des de pectina pre-
vias. Em varias modalidades, a pectina modificada da presente inven-
¢cao pode inibir secrecao de fator de necrose de Tumor (TNF-a, caque-
xina), uma proteina envolvida em inflamacédo sistémica e um membro
principal de um grupo de citocinas que estimula a reacdo de fase agu-
da. E produzido principalmente por macréfagos ativados. Em varias
modalidades, a pectina modificada da presente invencdo ndo causa
citotoxicidade. Em varias modalidades, a pectina modificada ou com-
posicdo de pectina modificada tem propriedades anti-inflamatoérias po-
tentes e antifibrose sem exibir citotoxicidade. Isto representa uma nova
e inesperada combinacéo de efeitos que sugerem que a pectina modi-
ficada de grau farmacéutico pode ter efeitos importantes no tratamento
de doencas inflamatérias humanas, doencas fibroticas, distarbios neo-
plasicos ou combinac¢des dos mesmos.

[00103] Em um aspecto, métodos para tratar (por exemplo, con-
trolar, aliviar, melhorar, aliviar, ou reduzir a progresséao de) ou métodos
por prevenir (por exemplo, atrasar o inicio de ou reduzir o risco de de-

senvolver) uma ou mais doencas, distarbios, ou condicbes em que ga-
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lectinas estéo envolvidas, em um individuo em necessidade dos mes-
mos sdo caracterizado. Os métodos incluem administrar ao individuo
uma quantidade eficaz de um composto da invengéo, ou uma compo-
sicdo compreendendo o composto da invenc¢ao, ao individuo.

[00104] Quando aqui usado, o termo “dose eficaz” se refere a quan-
tidade de um composto que, sozinho ou em combinagdo com uma
guantidade de um agente terapéutico, quando administrado como uma
formulagédo parental, subcutédnea, inalada, intra-articular, ocular, ou
oral ou a um animal ou humano com uma doenca inflamatoria depen-
dente de galectina, fibrotica ou neoplasica resulta em reducéo em ati-
vidade de doencga, como definido abaixo em varias modalidades.
[00105] “"Administracdo” se refere a oral, ou parenteral incluindo in-
travenosa, subcutanea, topica, transdérmica, intradérmica, transmu-
cosal, intraperitoneal, intramuscular, intracapsular, intraorbital, intra-
cardiaca, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intra-articular, sub-
capsular, subaraquindide, intraespinhal, injecdo epidural e intrasternal
e infuséo.

[00106] Em algumas modalidades, o composto de galactoarabino-
ramnogalacturonato tem residuos de galactose terminais que podem
constituir a entidade de ligac&o principal em proteinas de galectina. A
composicao de cadeia lateral restante pode estabilizar ou realcar sua
interacdo com proteinas de galectina e desse modo potencializar a
acao terapéutica do composto. Interacdo com galectinas pode nao ser
0 Unico mecanismo pelo qual Composto G exerce sua acao terapéuti-
ca. Enquanto nao desejando ser ligado por especulacdo, o composto
de galactoarabino-ramnogalacturonato ramificado da invencédo pode
interagir com proteinas de galectina e pode ter efeitos terapéuticos
amplos que nado foram vistos com galactose ou derivados de molécu-
las pequenas de galactose.

[00107] Em algumas modalidades, o composto da presente inven-

Peticaio 870210075403, de 17/08/2021, pég. 26/252



24/67

¢cdo é um polissacarideo quimicamente definido como galactoarabino-
ramnogalacturonato (da mesma forma referido aqui como “Composto
G”), um heteropolimero ramificado tendo uma cadeia principal caracte-
rizada como moléculas de acido galacturénico 1,4-ligado de maioria
homopoli (GalA) e residuos de galacturonato de metila (MeGalA) com
regides curtas intermitentes de alternando ramnose a-1,4-ligada GalA
e a -1,2-ligado (Rha), visto que as unidades de Rha sdo também liga-
das a cadeias laterais. Estas cadeias laterais consistem predominan-
temente em residuos de 1,4- B -D-galactose (Gal) e/ou residuos de
1,5- a -L-arabinose (Ara). Outros carboidrato podem estar presentes
em quantidade pequena nas cadeias laterais de Gal e Ara tal como
residuos de L-xilose (Xyl), D-glicose (Glu) e L-fucose (Fuc). Quando
aqui usado, o termo "cadeia principal" se refere a cadeia principal de
um polissacarideo, ou a cadeia originando da cadeia principal de um
polissacarideo de partida, tendo por¢cdes de sacarideo sequencialmen-
te ligadas por ligacdes alfa ou beta glicosidicas. Uma cadeia principal
pode compreender por¢cdes de monossacarideo adicionais conectadas
a isso em varias posicoes ao longo da cadeia sequencial.

[00108] Em algumas modalidades, Composto G é um hetero-
polimero ramificado natural modificado quimicamente controlado de
polissacarideos de planta, alguns dos quais estdo comercialmente dis-
poniveis como material de pectina de USP. Estes materiais de pectina
naturais sdo de peso molecular médio alto variando de 40.000 a mais
de 1.000.000 Daltons (D) e sé&o misturas cruas. Pectinas de USP mais
comuns sao de fruta citrica, macéd e beterrabas, embora outros estédo
da mesma forma disponiveis.

[00109] Em algumas modalidades, a composicdo de Composto G po-
de ter um uma faixa de peso molecular médio de 2.000 a 80.000 D. Em
algumas modalidades, o peso molecular médio do composto G pode va-

riar de 20.000 a 70.000 D. Em exemplos especificos, o galactoarabino-
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ramnogalacturonato pode ter um peso molecular médio de 5.000 a
55.000 D. Tais compostos de galactoarabino-ramnogalacturonato podem
ser obtidos preferivelmente através de tratamentos quimicos e fisicos e
purificacdo de substancia péctica natural de pectina de maca. Entretanto
compostos similares a Composto G podem ser obtidos de pectina citrica,
beterraba e outras plantas sob extracdo apropriada e processamento
guimico.

[00110] Em uma modalidade, o galactoarabino-ramnogalacturonato
seletivamente despolimerizado (Composto G), um heteropolimero ra-
mificado, pode ter um peso molecular médio de 2.000 a 80.000, ou
20.000 a 70.000, ou 5.000 a 55.000 Daltons, como determinado por
método de SEC-RI e MALLS. Quando aqui usado, o termo "despoli-
merizacao" se refere a hidrolise parcial, seletiva ou completa da cadeia
principal de polissacarideo ocorrendo, por exemplo, quando o polissa-
carideo é quimicamente tratado resultando em fragmentos de tamanho
reduzido quando comparado com o polissacarideo original.

Métodos para produzir Composto G

[00111] Aspectos da invencdo se referem a métodos para produzir
galactoarabino-ramnogalacturonato seletivamente despolimerizado.
Em algumas modalidades, o processo da presente invencdo inclui meé-
todos pretendidos preservar a estrutura e/ou caracteristicas de beta
galactose e capacidades de ligacao de galactose das cadeias laterais
compreendidas principalmente em galactose e arabinose, e realcar a
prevaléncia de porcdes de ligacdo de galactose no composto de galac-
toarabino-ramnogalacturonato. Em algumas modalidades, os métodos
podem gerar um composto de galactoarabino-ramnogalacturonato
tendo um peso molecular médio reduzido, para ser compativel com
formulacfes terapéuticas para administracdo pluralista por meio de
rotinas, incluindo, porém, nao limitada a intravenosa, subcutanea, ina-

lada, intra-articular, ocular, e oral.
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[00112] Em algumas modalidades, o composto pode ser sintetizado
a partir de pectina de USP natural, altamente ramificada, minimamente
processada e metoxilada alta que pode vir de qualquer fonte de planta,
incluindo, porém, nao limitada a frutas citricas, macéa, ou beterraba.
[00113] Em algumas modalidades, o composto pode ser sintetizado
a partir de pectina de USP natural, altamente ramificada, minimamente
processada e metoxilada alta como uma fabricada a partir bagaco de
maca contendo 8-12% de pectina.

[00114] Em algumas modalidades, o composto pode ser sintetizado
sob uma hidrdlise suficientemente controlada e especifica do GalA a -
1,4-ligado metoxilado ligado glicosidico preservando as cadeias late-
rais com quantidades enriquecidas de 1,4- 3 -D-Gal e 1,5-a-L-Ara.
Quantidades de 1,4- R -D-Gal e 1,5-a-L-Ara podem ser quantitati-
vamente determinadas por métodos de GC-MS (cromatografia de Gas-
espectroscopia de massa) e AELC-PAD (cromatografia liquida de tro-
ca ibnica-detector amperométrico pulsado).

[00115] Em algumas modalidades, o composto pode ser produzido
por um processo compreendendo despolimerizacdo catabolizada por
clivagem de peroxidacao alvejada de ligacdes glicosidicas (da mesma
forma conhecido como reacéo de eliminacdo beta) por OH sup ioniza-
do gerado a partir de acido ascorbico e/ou peroxido na presenca de
uma forma reduzida de um ion de metal de transicdo, como Cu
sup.++. a 1 a 100 mm. Outros metais de transicdo como Ca. sup.++ ou
Fe.sup.++ podem da mesma forma ser usados para este proposito.
[00116] Em algumas modalidades, compostos despolimerizados
podem ser expostos a faixa de pH de 8 a 10 durante 10 a 30 minutos
em temperatura de 2 a 60°C para iniciar desmetoxilacéo parcial con-
trolada para gerar um composto despolimerizado seletivamente medi-
ano com um grau de metoxilacdo de 40 a 70 por cento em compara-

¢cao a niveis iniciais de cerca de 87%. O composto resultante pode ser
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referido como composto metoxilado mediano. Metoxilagdo completa de
acido galacturénico é considerada ser aproximadamente DE 87%.
[00117] Em algumas modalidades, o polissacarideo seletivamente
despolimerizado da presente invencdo pode ter um nivel de endotoxi-
na de ndo mais do que 100 EU ou ndo mais do que 300 EU como ava-
liado por método de LAL.

[00118] Em algumas modalidades, o polissacarideo seletivamente
despolimerizado da presente invengcdo pode ter ndo mais do que
0,05% de impurezas nitrogenosas, como avaliado por nitrogénio total.
[00119] Em algumas modalidades, a composicdo despolimerizada
pode ser exposta a lavagens multiplas de alcool acido quente (30-
80°C) para remover qualquer endotoxina residual, cobre e metais pe-
sados, contaminantes agricolas e outras impurezas.

Usos

[00120] Em algumas modalidades, a atividade terapéutica do com-
posto da invencéo pode ser derivada de beta-galactose multipla e por-
¢cOes de arabinose presentes no composto. Tais por¢cdes podem imitar
glicoproteinas celulares em superficies de célula e a matriz extracelu-
lar que liga-se a proteinas de galectina (por exemplo proteinas de liga-
cao de galactose) que sao altamente expressas em processos inflama-
torios, fibrogénicos, e processos tumorgénicos. A expresséo de galec-
tina-3 foi provada ser critica a inflamacéo e fibrogénese em 6rgéos
multiplos, incluindo porém ndo foi limitado a figado, rim, coracéo, e
pulmao. Modulando sua atividade podem desse modo levar a inibicao
e reversao de processos patoldgicos.

[00121] Em outra modalidade, o polissacarideo seletivamente des-
polimerizado da presente invencdo nao tem citotoxicidade e nao induz
apoptose em sistemas de cultura de célula. Como tal, o polissacarideo
seletivamente despolimerizado da presente invencéo difere-se de ou-

tras preparacdes conhecidas de pectinas modificadas que foram rela-
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tadas (Vide US 8,128,966).

[00122] Em outra modalidade, o polissacarideo seletivamente des-
polimerizado da presente invencdo pode ter um efeito anti-inflamatorio
em células mononucleares de sangue periférico (PMBC) e outras li-
nhagens celulares inflamatorias. Por exemplo, Composto G pode re-
duzir expresséo ou resposta a indutores de genes de citocina ou prote-
inas, incluindo, porém, nao limitado a TNF-alfa. O processo de infla-
macdao e reparo pode envolver tipos de célula multiplas incluindo célu-
las do sistema imune e muitos mediadores inflamatérios em um com-
plexo e cascata interconectada de eventos. Inflamacéo aguda pode
ser terminada ou pode progredir a uma fase crénica que pode levar a
fibrose, um estagio recente de dano visto em uma variedade de doen-
¢a de orgdo humano incluindo, porém, nédo limitado a figado, pulmao,
rim, coracao e pancreas.

[00123] Inflamacé&o crdonica em Orgdos frequentemente leva a um
acumulo de tecido fibrotico. De fato, o resultado final de inflamacéo de
etiologias subjacentes multiplas é geralmente fibrose e disfuncédo de
orgao resultante. Isto é evidente em, por exemplo, pulmao, coracao,
rim, pancreas, e figado. Linhagens multiplas de ponto de evidéncia pa-
ra proteinas de galectina, e galectina-3 em particular, como fatores cri-
ticos na patogénese de fibrose de 6rgédo. Por exemplo, foi mostrado
gque Galectina-3 suprime camundongos nulos séo resistentes a fibrose
hepatica com respeito a hepatotoxinas, resistentes a fibrose pulmonar
com respeito a bleomicina intra-traqueana, e pode ser usada como
modelos de fibrose de rim, fibrose de coracdo, e pancreatite crbnica
(Henderson e outro, “The regulation of inflammation by galectin-3,”
Immunol Rev. 230: 160-171, 2009, lacobini e outro, “Galectin-3 abla-
tion protects mice from diet-induced NASH: a major scavenging role for
galectin-3 in liver,.” J. Hepatol. 54: 975-983, 2011, Lopez e outro,

“Gene expression profiling in lungs of chronic asthmatic mice treated
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with galectin-3: downregulation of inflammatory and regulatory genes,”
Mediators Inflamm., 823279. Epub 2011, Kolatsi-Joannou e outro,
“Modified citrus pectin reduces galectin-3 expression and disease se-
verity in experimental acute kidney injury,” PLoS One. 6(4): e18683,
2011).

[00124] “Fibrose” se refere a qualquer disturbio de tecido, incluindo,
porém, ndo limitado a tais distarbios celulares como, por exemplo, cir-
rose, fibrose de rim, fibrose hepatica, fibrose ovariana, fibrose pulmo-
nar, fibrose gastrointestinal ou de estbmago, e miomas. O termo “fibro-
se” se refere igualmente a processo patolégico que conduz leséo de
tecido através de sua encapsulacdo por matriz extracelular, e o resul-
tado do processo que € uma formacéo patologica de tecido de cicatriz.
[00125] “Cirrose" se refere a qualquer disturbio de tecido, incluindo
tais distarbios celulares incluindo, porém, ndo limitado a cirrose renal,
cirrose hepatica, cirrose ovariana, cirrose pulmonar, cirrose gastroin-
testinal ou do estdbmago. O termo “cirrose” se refere a um estagio
avancado de fibrose, definido pela presenca de nédulos encapsulados.
Para propdsitos desta especificacao e reivindicagdes, “cirrose” é con-
siderada ser um tipo de fibrose, e é incluida dentro do significado do
termo “fibrose” usado aqui.

[00126] Quando aqui usado, “marcadores moleculares”, “marca-
dores bioquimicos”, “biomarcadores”, ou “marcadores” sao usados al-
ternadamente e se referem a moléculas individuais de origem biol6gi-
ca, que podem ser monitorados como uma “leitura” de eventos meta-
bolicos especificos. Estes eventos sdo acompanhados por formacéo
dos “marcadores”, o nivel quantitativo do qual pode ser frequentemen-
te usado como uma indicagcao a avanco do evento.

[00127] Leséo que conduz a fibrose no figado pode ocorrer com
respeito a uma variedade de insultos cronicos, incluindo, porém, néao

limitado a abuso de &lcool, farmacos, toxinas, acumulo de gordura,
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hepatite viral B e C, algumas doencas metabdlicas causando irritacao
de tecido crbnica e/ou permanente que levando a inflamacao e acumu-
lo de colageno, ou fibrose.

[00128] O estagio avancado de fibrose hepatica é cirrose, definida
pela presenca de nddulos hepatocelulares encapsulados por faixas
largas de tecido fibroso. Fibrose € uma resposta sistematica e coorde-
nada a leséo cronica, desenvolvendo através de uma série de eventos
moleculares altamente coordenados, fibrogénese coletivamente de-
nominada. Por exemplo, fibrose pode desenvolver como um resultado
de lesdo hepatica de mamifero cronica. As etapas imediatamente se-
guindo lesdo hepatica cronica podem resultar na ativagéo de células
estreladas hepaticas. A ativacdo de células estreladas pode levar a
proliferacdo, fibrogénese e cirrose. Os eventos de ativacdo em células
estreladas podem ser identificados por marcadores moleculares espe-
cificos, tais como colageno I, actina de musculo liso alfa 1, receptor de
beta PDGF (um biomarcador de proliferacdo), metaloproteinases de
matriz e seus inibidores MMP2, MMP9, TIMP1 e TMP2 (marcadores
em degradacdo de matriz), e uma variedade de citocinas, incluindo,
porém, ndo limitado a TFG-betal (um marcador de fibrogénese). De-
senvolvimento de fibrose pode ser avaliada pelo nivel quantitativo dos
marcadores respectivos. Reducéo de fibrose pode ser avaliada pela
diminuicdo do nivel dos marcadores respectivos durante varios esta-
gios de fibrose.

[00129] O espectro patofisiologico de fibrose pode estar associado
com biomarcadores de soro incluindo, porém, nao limitado a acido hia-
lurénico e outros produtos de ruptura de colagenos, citoqueratina-18 e
outras proteinas de célula citoesquelética, inibidor de tecido de me-
talloprotease | e Il, outro colageno derivado hepética, proteases de
matriz ou combinacbes dos mesmos. Este compbe e/ou biomar-

cadores podem ser medidos em soro ou tecido hepéatica usando
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immnoensaios e 0s niveis correlatados com severidade de doenca e
tratamento.

[00130] O espectro patofisiolégico de fibrose da mesma forma pode
estar associado com biomarcadores de soro, incluindo, porém, nao limi-
tado a produtos de oxigénio reativos de lipidio ou de origem de proteina,
moléculas de lipidio ou conjugados, ou combinacdes dos mesmos. Es-
tes biomarcadores podem ser medidos por varios meios incluindo imu-
noensaios e eletroforese e seus niveis correlatados com severidade de
doenca e tratamento. Biomarcadores adicionais podem incluir trocas
globais em andlise protedmica de soro ou proteinas de urina.

[00131] O espectro patofisiologico de fibrose da mesma forma pode
estar associado com biomarcadores de soro de NASH, um disturbio
inflamatorio metabolico crénico que leva a fibrose e é descrito neste
pedido. Estes biomarcadores podem ser citocinas, incluindo, porém,
nao limitado a TNF-alfa, TGF-beta ou IL-8, ou um perfil metabdlico de
componentes de soro que sao indicativos de presenca de NASH ou
severidade (estes incluem soro e marcadores de urina) ou combi-
nacdes dos mesmos. Um perfil de um ou mais dos biomarcadores de
citocinas, como medido por imunoensaio ou avaliagdo protedmica por
espectrometria de massa LC, pode fornecer uma avaliacdo de ativida-
de da doenca e um marcador para seguir em terapia da doenca.
[00132] O espectro patofisiolégico de fibrose no figado da mesma
forma pode estar associado com resultados histopatolégicos em biop-
sia hepatica, que inclui porém ndo séo limitados a, evidéncia de acu-
mulo de colageno (incluindo, porém, ndo limitado a acumulo de cola-
geno peri-senoidal, portal, central ou combinacbes dos mesmos),
acumulo de colageno em ponte portal a central, nédulos hepatocelula-
res que torcem a arquitetura normal, atipia hepatocelular consistente
com transformacéo maligna ou combinagdes dos mesmos.

[00133] O espectro patofisiolégico de fibrose no figado da mesma
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forma pode estar associado com outros resultados histolégicos patolo-
gicos em bidpsia hepatica que estdo associados com a causa subja-
cente de doenca hepatica cronica que resulta em fibrose. Tais resulta-
dos podem incluir, porém séao limitados a, anormalidades em hepatdci-
tos (incluindo, porém, ndo limitadas a degeneracdo em baldo e hialina
intracelular e gordura macrovesicular ou microvesicular ou combina-
cBes dos mesmos), células endoteliais, macrofagos, ou células do ca-
nal de bilis e a infiltracdo de tipos mdultiplos de células inflamatdrias, tal
como linfécitos, mondcitos, e/ou neutréfilos, ou qualquer combinacao
do anterior.

[00134] O espectro patofisiologico de fibrose pode da mesma forma
incluir resultados histopatolégicos em bidpsia hepéatica que esta relaci-
onada a doenca subjacente de NASH. Tais resultados podem incluir,
porém nao sao limitados a, evidéncia de gordura intra-hepatocelular,
toxicidade hepatocelular incluindo, porém, nado limitada a corpos de
hialina, infiltrados de célula inflamatoria (incluindo, porém, ndo limitado
a linfécitos e varios subconjuntos de linfocitos e neutroéfilos), mudancas
em células do canal de bilis, mudancas em células endoteliais, nUmero
de macrofagos de célula de Kupffer, acimulo de colageno (incluindo,
porém, ndo limitado a acumulo de colageno peri-senoidal, portal e cen-
tral e acimulo de colageno em ponte portal a central, nddulos hepato-
celulares que torcem a arquitetura normal, atipia hepatocelular consis-
tente com transformacdo maligna, e varias escalas e métodos que
combinam varios grupos de observacdes para classificar a severidade
de NASH ou quaisquer combinacdes do anterior. Tais avaliagdes his-
tolégicas podem ser o sine-qua-nona de diagnostico de NASH e por-
tanto pode integralmente relacionar a avaliacao de terapia.

[00135] O espectro patofisiologico de fibrose pode da mesma forma
incluir resultados histopatolégicos em bidpsia hepatica que examinam

a expressao de ou mudam em expressdo de varias moléculas e sua
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localizacdo em tecido hepatica ou varios tipos de célula. Moléculas
adequadas incluem, porém nao sao limitadas a, varias proteinas de
citocina. Proteinas de citocina de interesse podem incluir, porém nao
sao limitadas a, TGF-beta, mediadores inflamatorios, proteinas de
tranporte de recuperador de metabdlito reactivo, incluindo porém néo
limitadas a, CD36, e proteinas de galectina, incluindo, porém, néo limi-
tada a proteina de galectina-3, ou qualquer combinac&o do anterior.

[00136] Manifestacdes clinicas de fibrose podem incluir, porém nao
sdo limitadas a, teste clinico de estagio e severidade da doenca, sinais
clinicos e sintomas de doenca, e/ou complicagcdes medicas resultando
em fibrose. Teste clinico de estagio e severidade de fibrose hepatica
pode incluir, porém néo é limitado a, teste hematolégico (incluindo, po-
rém, ndo limitado a contagem de eritrocito e/ou morfologia, contagem
de leucocito e/ou diferencial e/ou morfologia, e/ou contagem de pla-
gueta e morfologia), soro ou lipidios de plasma, incluindo, porém, nao
limitado a triglicerideos, colesterol, acidos graxos, espécies de lipopro-
teina e espécies de peroxidacao de lipidio, soro ou enzimas de plasma
(incluindo, porém, néo limitado a aspartato transaminase (AST), alani-
na transaminase (ALT), fosfatase alcalina (AP), gama glutamil-
transpeptidase (GGTP), lactato desidrogenase (LDH) e isoformas, al-
bumina de soro ou plasma e outras proteinas indicativas da capacida-
de sintética hepatica, niveis de soro ou plasma de bilirrubina ou outros
compostos indicativos da capacidade hepatica clarear subprodutos
metabadlicos, soro ou eletrdlitos de plasma (incluindo, porém, néo limi-
tado a sodio, potassio, cloreto, calcio, fosforo), perfil de coagulacdo
incluindo, porém, ndo limitado a tempo de protrombina (PT), temo de
tromoplastina parcial (PTT), niveis de fator de coagulacdo especificos,
tempo de hemorragia e funcdo de plaqueta. Teste clinico da mesma
forma inclui porém néo é limitado a teste ndo-invasivo e invasivo que

avalia a arquitetura, integridade estrutural ou funcdo hepética incluin-
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do, porém, nao limitado a tomografia computadorizada (varredura de
CT), ultra-som (US), elastografia ultra-sénica (FibroScan) ou outras
medidas da elasticidade de tecido hepatica, varredura ou espectrosco-
pia de ressonancia magnética, elastografia de ressonancia magnética,
agulha percutadnea ou cutanea ou bidpsia hepatica transjugular e ava-
liagdo histologica (incluindo, porém, ndo limitada a manchamento para
componentes diferentes usando tinturas de afinidade ou imuno-
histoquimica), medida de gradiente de pressédo de cunha portal-venoso
hepatico, ou outros testes ndo invasivos ou invasivos que podem ser
desenvolvidos para avaliar severidade da fibrose no tecido hepatica ou
gualquer combinacao do anterior.

[00137] Sinais clinicos e sintomas de fibrose avancada que progre-
diu para cirrose podem incluir fadiga, perda de peso muscular, angio-
mata aracneiforme, dor abdominal, inchago abdominal, ascites, hemor-
ragia gastrointestinal, outras complicacdes de hemorragia, contusdes
faceis e equimoses, edema periférico, hepatomegalia, figado firme no-
dular, sonoléncia, transtorno do sono, confuséo, e/ou coma. Complica-
¢Oes médicas de fibrose estéo relacionadas a cirrose e incluem asci-
tes, edema periférico, esofagicas e outras varizes do trato gastrointes-
tinal, hemorragia gastrointestinal, outras complicacdes de hemorragia,
emagrecimento e emaciacdo muscular, sindrome hepatorrenal, e en-
cefalopatia hepatica. Uma complicacédo adicional de cirrose relaciona-
da a fibrose é o desenvolvimento de complicacfes suficientemente se-
veras para autorizar colocacdo em lista de transplante hepatica ou re-
ceber um transplante hepatica.

[00138] Doenca epatica ndo alcoolica (NAFLD) e esteatohepatite
(NASH) séo disturbios hepatica comuns nos Estados Unidos e Europa.
Histopatologicamente, estes disturbios se assemelham a doenca epa-
tica alcodlica, porém pode ocorrer em pessoas que bebem pouco ou

nenhum &lcool. As mudancas patologicas no figado incluem, porém
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nao sao limitadas a, acimulo de gordura em hepatécitos, evidéncia de
degeneracao hepatocelular, infiltrados de células inflamatérias, depo-
sicdo em excesso tecido fibroso, formacédo de nodulo hepatocelular,
cirrose, carcinoma hepatocelular e combinagdes dos mesmos.

[00139] A caracteristica principal em NAFLD é acumulo de gordura
em hepatdcitos com inflamacdo minima. NAFLD é normalmente identi-
ficado na base de uma bidpsia hepatica realizada por causa de niveis
de transaminase hepatica ligeiramente elevada no soro do paciente ou
a suspeita de esteatope hepética em teste ndo invasivo tal como to-
mografia computadorizada ou ultra-som.

[00140] Um subconjunto de individuos com NAFLD é constatado ter
NASH, gque é esteatose epatica com a adicdo do desenvolvimento de
infiltracdo de células inflamatorias (incluindo, porém, ndo limitado a
neutroéfilos ou linfécitos) dentro do I6bulo, veia central e areas portais e
evidéncia de dano a hepatdcitos, incluindo, porém, nao limitado a de-
generacdo em baldo. Este estado inflamatorio de NASH pode resultar
no acumulo de tecido fibroso, incluindo, porém, néo limitado a colage-
no que pode levar a cirrose, formacao de nédulo, e/ou carcinoma he-
patocelular.

[00141] O progresso da doenca € insidioso visto que a maioria das
pessoas com NASH sentem-se bem e ndo estdo atentas que 0s mes-
mos tém um problema hepatica. Apesar da falta de sintomas, NASH
pode ser severo e pode levar ao acumulo de material fibrético no figa-
do que pode resultar em cicatriz severa e/ou cirrose e, em alguns ca-
Sos, carcinoma hepatocelular.

[00142] A causa de lesdo hepatica em NASH nédo é conhecida. Teo-
rias multiplas foram propostas, com alguns dados experimentais para
sugerir seu envolvimento. Alguns destes incluem, porém ndo sao limi-
tados a, resisténcia de hepatdcito para a acdo de insulina, producao

de citocinas inflamatorias por células de gordura e outras células in-
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flamatorias que danificam o figado e recrutam células inflamatorias
adicionais e estresse oxidativo em hepatocitos com producéo de radi-
cais de oxigénio reativos que danificam células hepdatica e induzem
inflamacao.

[00143] Até esta data nenhuma terapia especifica para NASH ou
fibrose existe e apenas recomendacdes de saude geral sdo atualmen-
te fornecidas a pacientes. Estas incluem redugcédo de peso, comendo
uma dieta balanceada e saudavel, aumentando atividade fisica, e evi-
tando &lcool e medicamentos desnecesséarios. Perda de peso pode
melhorar testes hepatica de soro em alguns pacientes com NASH e
pode melhorar evidéncia de dano hepéatica histologico, porém nao re-
verte doenca hepatica severa. Além disso, deveria ser notado que néo
todos os pacientes com NASH estdo com sobre peso.

[00144] Uma variedade de abrodagens experimentais foi avaliada,
ou estdo sob avaliacdo em pacientes com NASH ou fibrose incluindo,
porém, ndo limitado a administracdo de antioxidantes, tal como vitami-
na E, selénio, betaina, e agentes antidiabéticos incluindo metformina,
rosiglitazona, e pioglitazona. Todos os resultados clinicos até esta data
tém desapontado. Em algumas modalidades, o composto da presente
invencdo pode ser usado no tratamento de NASH ou fibrose. O com-
posto da presente invencdo pode ser eficaz através de manipulacéo
de proteinas de galectina que esta envolvido em patogénese e pro-
gresséao de doencas.

[00145] Em algumas modalidades, o composto da presente inven-
cao (isto € composto G) tem um efeito clinicamente significante em
metabolismo de esteatose hepatica além de fibrose, visto que pode ter
mais de um efeito clinicamente significante em patologias relacionadas
além de inflamacéo e fibrose.

[00146] Em algumas modalidades, o composto da presente inven-

cao tem um efeito antifibrotico em modelo de fibrose de rato onde fi-
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brose é induzida por toxina quimica tioacetamida (TAA) que tém pato-
logia similar ao efeito de consumo crénico de alcool que leva a fibrose,
cirrose e aumenta ocorréncia de hepatocarcinoma. ( as Figuras 13-14)
[00147] Em algumas modalidades, o composto da presente inven-
¢cdo tem um efeito anti-inflamatorio reduzindo secrecdo de TNF alfa
como descrito em um modelo in-vitro usando célula de PBMC enfati-
zada com endotoxina microbiana para produzir TNF alfa, uma citocina
principal, um biomarcador e uma proteina inflamatoria (a FIG. 16).
[00148] Com base nessa constatacdo, o Composto G é proposto
como terapia sozinho ou em combinagcdo com outros compostos lista-
dos acima como tratamento para NASH humano. Em algumas modali-
dades, o composto da presente invencao pode ser usado para melho-
rar ou reverter acumulo de gordura de hepatdécito, infiltrado inflamatério
intraportal e intralobular, e/ou fibrose, incluindo, porém, ndo limitado a
acumulo de colageno no espaco peri-senoidal, cirrose, e para prevenir
progresséao para carcinoma hepatocelular.

[00149] Além de NASH, ha outras doencas hepatica cronicas multi-
plas que resultam em fibrose e podem progredir para cirrose. Por
exemplo, doengas epaticas crbnicas podem incluir, porém nao sao li-
mitadas a, infec¢do por virus da hepatite crénica (hepatite B, C, e D),
abuso de alcool crbnico, doencas biliares (incluindo, porém, nao limi-
tadas a colangite esclerosante), cirrose biliar primaria, doenca de de-
posito genético, e doencas de depdsito metal (incluindo, porém néo
limitadas a hemocromatose e doenca de Wilsons).

[00150] Em algumas modalidades, Composto G pode ser eficaz em
todas as doencas epaticas cronicas que levam a fibrose independente
da etiologia subjacente.

[00151] Em algumas modalidades, Composto G pode ser eficaz no
tratamento de fibrose em 6rgaos diferentes hepatica, incluindo, porém,

nao limitado a pulmé&o, rim, coracdo e pancreas ocorre através de in-
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flamacédo crénica levando a acumulo de colageno por tipos de célula
diferentes de células estreladas que sao especificas ao figado. As cé-
lulas responsaveis por fibrose em outros 6rgdos sédo miofibroblastos
gue tém células precursoras que incluem, porém nao sao limitadas a,
fibroblastos de tecido residentes, fibrécitos circulantes, ou células epi-
teliais geradas através de um processo chamado transformacdo me-
senquimal EMT—epitelial.

[00152] Fibrose pulmonar pode ocorrer como resultado de processo
inflamatério crébnico em uma variedade de doencas incluindo, porém,
nao limitada a fibrose pulmonar idiopatica, doenca pulmonar obstrutiva
cronica, e infeccbes cronicas.

[00153] Fibrose no pulméao normalmente leva a rigidez dos tecidos
pulmonares resultando em funcgéo reduzida do pulméo, incluindo, po-
rém, nao limitado a capacidade pulmonar total reduzida, capacidade
vital, volume expiratorio forcado, e capacidade de difusdo. Estas fun-
¢cOes reduzidas podem levar a sintomas clinicos, incluindo, porém, nao
limitado a falta de ar, tolerancia a exercicio reduzida, e troca de gas
reduzida resultando em baixos niveis de oxigénio do sangue. O ultimo
resultado pode ser insuficiéncia pulmonar que requer um transplante
de pulmé&o. Nao ha qualquer terapia farmacologica atual para fibrose
pulmonar.

[00154] Fibrose de rim pode ocorrer como um resultado de doencas
subjacentes multiplas, incluindo, porém, nédo limitada a diabetes, obs-
trucdo do trato urinario, hipertensdo, doenca vascular, e doencas au-
toimunes.

[00155]  Fibrose de rim pode progredir para inibir funcéo renal que re-
sulta em producéo de urina reduzida e a acumulo de metabdlitos toxicos
na corrente sanguinea. Insuficiéncia renal associada com fibrose de rim
requer suporte externo através de dialise ou um transplante de rim. Nao

h& qualquer terapia farmacoldgica atual conhecida para fibrose de rim.
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[00156] Insuficiéncia cardiaca progressiva esta associada com do-
encas multiplas, incluindo, porém, ndo limitada a hipertensdo crénica,
doenca da artéria coronaria, cardiopatia valvular, e cardiopatia hipert6-
fica. Insuficiénca cardiaca pode ocorrer em parte por causa do acumu-
lo de tecido fibroso no musculo de cora¢édo, um processo que foi mos-
trado estar associado casualmente com uma expressao aumentada de
galectina-3. Insuficiéncia cardiaca progressiva pode resultar em con-
tratilidade reduzida cardiaca, dilatacdo das camaras cardiaca, débito
cardiaco reduzido com sintomas resultantes multiplos incluindo ede-
ma, falta de ar, funcéo renal reduzida, confusdo mental, e outros. No
estagio final, insuficiéncia cardiaca pode apenas ser tratada com dis-
positivos de ajuda cardiacos mecanicos ou transplante de coracao.
[00157] Inflamacé&o cronica do pancreas devido geralmente, porém
nao exclusivamente, a abuso de alcool, pode resultar em fibrose do
pancreas e funcao reduzida do pancreas exocrino e enddcrino. Funcgéo
exocrina reduzida pode levar a ma absorcdo de alimento e funcéo en-
docrina reduzida pode levar a disturbios enddcrinos, tal como diabetes.
Até esta data, ndo ha qualquer terapia farmacologica para fibrose de
pancreas.

[00158] Proteinas de galectina foram mostradas ter funcées multi-
plas em células de cancer incluindo, porém, nao limitadas a invasivi-
dade aumentada, causando resisténcia a quimioterapia, promovendo
metastase, aumentando neovasculariza¢do, e permitindo evasdo do
sistema imune.

[00159] A vasta maioria de canceres expressam quantidades au-
mentadas de proteinas de galectina. Inibicdo de galectinas por meio
de administragdo do composto da presente invencdo (por exemplo
composto G) pode ser eficaz em terapia de canceres que expressam
galectinas incluindo, porém, nao limitada a canceres de pele (escamo-

so e melanoma), boca, cabeca e pescoco, sistema linfatico, células do
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sangue, trato alimentar (eséfago, estbmago, intestino delgado, colon e
reto), pancreas, vias biliares, figado, pulmédo, mama, rim, ovario, testi-
culos, cerviz, Gtero, e sistema neuroldgico

[00160] Aspectos da invencdo se referem a um composto, ou uma
composicao compreendendo o composto, utilizado para o tratamento
de disturbios inflamatérios e fibréticos em que galectinas estdo envol-
vidas na patogénese, incluindo, porém, nao limitado a atividade antifi-
brose aumentada em 6rgéos, incluindo, porém, ndo limitado a figado,
rim, pulmé&o e coragédo. Outros aspectos da invencédo se referem aos
métodos de tratar disturbios inflamatoérios e fibroticos em que galecti-
nas estéo envolvidas na patogénese.

[00161] Em algumas modalidades, a invencéo se refere a um com-
posto, uma composicao que tem atividade terapéutica ou um método
para reduzir a patologia e atividade de doenca associada com este-
atohepatite ndo alcodlica (NASH) incluindo, porém, néo limitada a es-
teatose (acumulo de gordura em hepatocitos), degeneracdo em baldo
de hepatdcitos, infiltrado inflamatorio no figado, e acumulo de colage-
no ou fibrose.

[00162] Em algumas modalidades, a invencéo se refere a um com-
posto, ou uma composicdo compreendendo o composto, utilizado no
tratamento de disturbios inflamatorios e autoimunes em que galectinas
estdo envolvidas na patogénese incluindo, porém, ndo limitado a artri-
te, artrite reumatdide, asma, e doenca inflamatoria intestinal (colites
ulcerativas e Doenca de Crohn).

[00163] Em algumas modalidades, a invencéo se refere a um com-
posto, ou uma composicao compreendendo o composto, utilizado em
tratamento de condi¢cdes neoplasicas (por exemplo canceres) em que
galectinas estdo envolvidas na patogénese inibindo-se processos
promovidos pelo aumento em galectinas, incluindo, porém, ndo limita-

do a invasao de célula de tumor, metastase e neovascularizacao.
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[00164] Em algumas modalidades, a invencao se refere a um com-
posto, ou uma composicdo compreendendo o composto, utilizado real-
cando-se ou um método para realcar a capacidade de tumor infiltrar célu-
las T, que séao inibidas pelo efeito de proteinas de galectina derivadas de
tumor, para mais efetivamente identificar e matar células de tumor e des-
se modo reduzir, parar ou reverter a progressao de tumores.

[00165] Em algumas modalidades, a invencéo se refere a um com-
posto, uma composicdo compreendendo o composto utilizado em
combinacdo com imunoterapia de tumor que pode ser uma vacina diri-
gida para antigenos de tumor especificos ou agentes que ativam ou
inibem moléculas reguladoras imunes especificas incluindo, porém,
nao limitado a CTLA4, OX40, PD-1, ou PD-L.

[00166] Uma dose eficaz do composto da presente invencdo ou
uma composi¢cdo compreendendo uma dose eficaz do composto pode
ser administrada por meio de uma variedade de rotinas incluindo, pa-
renteral por meio de uma infusdo intravenosa determinada como infu-
sOes de bolo repetidas ou infusdo constante, injecdo intradérmica,
subcutaneamente dada como injecdo de bolo repetida ou infuséo
constante, injecao intra-articular, inalada em uma formulacéo apropria-
da, ou administracao oral.

[00167] A gquantidade administrada depende da formulacdo de
composto, rotina de administracéo, etc. e é geralmente empiricamente
determinada em tentativas rotineiras, e variacbes necessariamente
ocorrerdo dependendo do alvo, do hospedeiro, e da rotina de adminis-
tracao, etc.

[00168] "Administracao" se refere a oral, ou parenteral incluindo intra-
venosa, subcutanea, topica, transdérmica, intradérmica, transmucosal,
intraperitoneal, intramuscular, intracapsular, intraorbital, intracardiaca,
transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intra-articular, subcapsular, su-

baraquindide, intraespinhal, epidural e injecéo intrasternal e infuséo.
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[00169] Uma dose parenteral eficaz do composto da presente in-
vencdo em um animal experimental pode estar dentro da faixa de 2
mg/kg até 200 mg/kg de peso corporal dada intravenosamente. Uma
dose de injecdo subcutanea eficaz do composto da presente invencgéo
a um animal pode estar dentro da faixa de 2 mg/kg até 200 mg/kg de
peso corporal, ou por intraperitoneal 2 mg/kg até 200 mg/kg ou por
administracéo oral 10 mg/kg ou 50 mg/kg ou 200 mg/kg ou 1500 mg/kg
de peso corporal. Doses mais altas e mais baixas podem da mesma
forma ser contempladas.

[00170] Uma dose parenteral eficaz do composto da presente in-
vencdo a um individuo humano pode estar dentro da faixa de 0,2
mg/kg até 20 mg/kg de peso corporal dada intravenosamente. Uma
dose de injecdo subcutanea eficaz do composto da presente invencéo
a um individuo humano pode estar na faixa de 0,2 mg/kg até 50 mg/kg
de peso corporal ou por administracédo oral 10 mg/kg até 200 mg/kg de
peso corporal. Doses mais baixas e mais altas do que aquelas recita-
das acima podem ser requeridas. Dosagem especifica e regimes de
tratamento para qualquer paciente particular dependem de uma varie-
dade de fatores, incluindo a atividade do composto especifico empre-
gado, a idade, peso corporal, estado de saude geral, sexo, dieta, tem-
po de administracéo, taxa de excrec¢do, combinacdo de farmaco, a se-
veridade e curso da doenca, condicao ou sintomas, a disposicao do
paciente para a doenca, condicao ou sintomas, e o julgamento do tra-
tamento meédico.

[00171] Uma dose parental eficaz pode ser dada diariamente (em
uma ou doses divididas), trés vezes por semana, duas vezes por se-
mana, ou mensalmente por meio de rotinas intravenosas, intradérmi-
cas, subcutaneas ou outras como praticado pelo profissional médico
para administrar farmacos.

[00172] Uma dose oral eficaz do composto da presente invencao a
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um animal experimental ou humano pode ser formulado com uma va-
riedade de excipientes e aditivos que realgcam a absor¢cdo do composto
pelo estdbmago e intestino delgado.

[00173] Uma dose oral eficaz poderia ser 10 vezes e até 100 vezes
a quantidade da dose parental eficaz.

[00174] Uma dose oral eficaz pode ser dada diariamente, em uma
ou divididas doses ou duas vezes, trés vezes por semana, ou men-
salmente.

[00175] O composto da presente invengdo ou composicdes com-
preendendo o composto da presente invencdo pode ser administrado
oralmente; ou por injecao intravenosa; ou por injecdo diretamente em
um tecido afetado, como por exemplo por injecdo em uma articulacéo
artritica. Em alguns exemplos o composto ou composi¢ao pode ser
administrada topicamente, como na forma de colirios, sprays nasais,
unguentos ou similar. Da mesma forma, outras técnicas tal como sis-
temas de liberacdo transdérmica, inalacdo ou similar podem ser em-
pregadas.

[00176] Em algumas modalidades, os compostos descritos aqui po-
dem ser co-administrados com um ou mais outros agentes terapéulti-
cos. Em certas modalidades, os agentes adicionais podem ser admi-
nistrados separadamente, como parte de um regime de dose mudltiplo,
dos compostos desta invencédo (por exemplo, sequencialmente, por
exemplo, em horarios de sobreposicao diferentes com a administracéo
do composto da invencao. Em outras modalidades, estes agentes po-
dem fazer parte de uma unica forma de dosagem, misturados juntos
com 0s compostos desta invengcdo em uma Unica composicdo. Em
ainda outra modalidade, estes agentes podem ser dados como uma
dose separada que € administrada a cerca do mesmo tempo que o
composto da invengao. Quando as composic¢des incluem uma combi-

nacdo do composto desta invencao e um ou mais agentes terapéuticos
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ou profilacticos adicionais, igualmente o composto e o agente adicional
pode estar presente em niveis de dosagem dentre cerca de 1 a 100%,
e mais preferivelmente entre cerca de 5 a 95% da dosagem normal-
mente administrada em um regime de monoterapia.

[00177] Em algumas modalidades, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz do composto despolimerizado ou da composicado pode
ser compativel e eficaz em combinacdo com uma quantidade terapeu-
ticamente eficaz de varios compostos antioxidantes (por exemplo gli-
cirrizina, acido ascérbico, L-glutationa, cisteamina etc) como descrito
na US 7,078,064.

[00178] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com NASH e fibrose hepatica significa a quantidade de um composto
gue, sozinho ou em combinacdo com quantidade de outro agente te-
rapéutico, quando administrado como uma formulacdo parental, sub-
cutanea, inalada, intra-articular, ocular, ou oral resulta em pelo menos
uma reducéo de 10% em gordura hepatocelular, hepatocitos com de-
generacdo em baldo, célula inflamatoria infiltrada, pelo menos uma
uma reducédo de ponto na contagem de atividade de NAFLD, ou pelo
menos uma reducdo de 10% em acumulo de colageno no figado avali-
ado manchamento histologico com vermelho Sirius, ou reduzindo a
progressdo de acumulo de tecido fibrotico no figado em pelo menos
10%.

[00179] Uma dose eficaz dada a um assunto humano com NASH e
fibrose hepatica pode resultar em pelo menos uma reducdo de 10%
em biomarcadores de soro associado com NASH, ou pelo menos uma
melhoria de 10% em teor de gordura de hepatdcito ou rigidez hepatica
como avaliado por ultra-som ou elastografia de MR, ou pelo menos
uma melhoria de 10% em testes de funcéo de figado que medem fun-
cdo metabdlica ou desvio no figado, ou pelo menos uma reducdo de

10% em sintomas clinicos e complicacdes resultando em fibrose hepa-
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tica e cirrose incluindo, porém, ndo limitado a sintomas e complicacfes
resultando em metabolico reduzido e processos de eliminacdo (inclu-
indo, porém, ndo limitado a bilirubina), capacidade sintética hepatica
reduzida (incluindo, porém, nédo limitada a albumina e proteinas de co-
agulacao), hipertensao portal, e encefalopatia hepética.

[00180] Uma dose eficaz dada a um individuo humano com NASH e
fibrose hepatica significa uma melhoria em parametros clinicos ou pro-
gressdo reduzida de paradmetros clinicos quando comparado a um
grupo nédo tratado controle de individuos humanos incluindo, porém,
ndo limitado a pelo menos uma reducéo de 10% em biomarcadores de
soro associados com NASH, ou pelo menos uma melhoria de 10% em
teor de gordura de hepatoécito ou rigidez hepatica como avaliado por
ultra-som ou elastografia de MR, ou pelo menos uma melhoria de 10%
em testes de funcdo hepatica medindo funcdo metabdlica ou desvio no
figado, ou pelo menos uma reducdo de 10% em sintomas clinicos e
complicacdes que sao o resultado de fibrose hepatica e cirrose inclu-
indo, porém, ndo limitado a sintomas e complicacdes resultando em
metabadlico reduzido e processos de eliminacéo (incluindo, porém, nao
limitado a bilirubina), capacidade sintética hepatica reduzida (incluindo,
porém, ndo limitada a albumina e proteinas de coagulacéo), hiperten-
séo portal, e encefalopatia hepatica.

[00181] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com fibrose hepatica ou cirrose devido a um disturbio diferente de
NASH significa a quantidade de um composto que, sozinho ou em
combinacdo com quantidade de outro agente terapéutico, quando ad-
ministrada como uma formulacdo parental, subcutanea, inalada, intra-
articular, ocular, ou oral resulta em, por exemplo, pelo menos uma re-
ducéo de 10% em acumulo de colageno no figado avaliado por man-
chamento histologico com vermelho Sirius, ou reduzindo a progressao

de acumulo de tecido fibrético no figado em pelo menos 10%.
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[00182] Uma dose eficaz dada a um individuo humano com fibrose
hepatica ou cirrose devido a um disturbio diferente de NASH significa a
guantidade de um composto que, sozinho ou em combinagcdo com
guantidade de outro agente terapéutico, quando administrado como
uma formulacdo parental, subcutanea, inalada, intra-articular, ocular,
ou oral resulta em, porém nao é limitada a, pelo menos uma reducao
de 10% em biomarcadores de soro associada com fibrose hepética, ou
pelo menos uma melhoria de 10% em rigidez hepatica como avaliado
por ultra-som ou elastografia de MR, ou pelo menos uma melhoria de
10% em testes de funcdo hepéatica medindo funcdo metabdlica ou
desvio no figado, ou pelo menos uma reducdo de 10% em sintomas
clinicos e complicagdes que sao o resultado de fibrose hepatica e cir-
rose incluindo, porém, nao limitado a sintomas e complicacdes resul-
tando em metabdlico reduzido e processos de eliminacdo (incluindo,
porém, ndo limitado a bilirubina), capacidade sintética hepatica reduzi-
da (incluindo, porém, néo limitada a albumina e proteinas de coagula-
¢cao), hipertensao portal, e encefalopatia hepatica.

[00183] Uma dose eficaz dada a um individuo humano com fibrose
hepatica ou cirrose devido a um distarbio diferente de NASH significa
uma melhoria em parametros clinicos ou progressédo reduzida de pa-
rametros clinicos quando comparado a um grupo néo tratado controle
de individuos humanos incluindo, porém, ndo limitado a pelo menos
uma reducao de 10% em biomarcadores de soro associado com fibro-
se, ou pelo menos uma melhoria de 10% em rigidez hepatica como
avaliado por ultra-som ou elastografia de MR, ou pelo menos uma me-
Ihoria de 10% em testes de funcdo de figado medindo funcdo metabo-
lica ou desvio no figado, ou pelo menos uma reducédo de 10% em sin-
tomas clinicos e complicagdes resultando em fibrose hepatica e cirrose
incluindo, porém, ndo limitado a sintomas e complicacfes resultando

em metabdlico reduzido e processos de eliminacéo (incluindo, porém,
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ndo limitado a bilirubina), capacidade sintética hepatica reduzida (in-
cluindo, porém, nao limitada a albumina e proteinas de coagulacao),
hipertensao portal, e encefalopatia hepética.

[00184] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com fibrose de rim significa uma melhoria em parametros clinicos ou
progressao reduzida de parametros clinicos quando comparado a um
grupo néo tratado controle de animais ou individuos humano incluindo,
porém, ndo limitado a pelo menos uma reducéo de 10% em fibrose de
rim avaliada por histologia, ou pelo menos uma melhoria de 10% em
proteinuria, ou pelo menos uma melhoria de 10% em taxa de filtrac&do
glomerular, ou pelo menos uma melhoria de 10% em sinais clinicos e
sintomas relacionados a insuficiéncia renal.

[00185] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com fibrose pulmonar significa uma melhoria em parametros clinicos
ou progresséo reduzida de parametros clinicos quando comparado a
um grupo nao tratado controle de animais ou individuos humano inclu-
indo porém néo limitou a pelo menos uma reducdo de 10% em tecido
fibrotico pulmonar avaliado em histologia, melhoria de 10% em volu-
mes pulmonares, ou pelo menos uma melhoria de 10% em volumes
expiratorios, ou pelo menos uma melhoria de 10% em sinais clinicos e
sintomas relacionados a insuficiéncia pulmonar.

[00186] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com fibrose de coracéao significa uma melhoria em parametros clinicos
ou progressédo reduzida de parametros clinicos quando comparado a
um grupo nao tratado controle de animais ou individuos humano inclu-
indo, porém, nao limitado a pelo menos uma reducdo de 10% em teci-
do fibrético cardiaca avaliado em histologia, melhoria de 10% em con-
tractilidade cardiaca, ou pelo menos uma melhoria de 10% em débito
cardiaco, ou pelo menos uma melhoria de 10% em sinais clinicos e

sintomas relacionados a insuficiéncia cardiaca.
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[00187] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com fibrose pancreatica significa uma melhoria em parametros clinicos
ou progresséao reduzida de parametros clinicos quando comparado a
um grupo nao tratado controle de animais ou individuos humano inclu-
indo, porém, ndo limitado a pelo menos uma reducéo de 10% em teci-
do fibrético do pancreas avaliado em histologia, 5% de melhoria em
sintese ou secrecao de enzimas exdcrinas pancreaticas, ou pelo me-
nos uma melhoria de 5% em enzimas enddcrinas pancreaticas incluin-
do, porém, nédo limitada a insulina, ou pelo menos uma melhoria de
10% em sinais clinicos e sintomas relacionados a insuficiéncia pan-
creatica.

[00188] Uma dose eficaz dada a um individuo animal ou humano
com cancer, ou como um unico agente ou em combinagcdo com outra
guimioterapia de cancer, imunoterapia, ou vacinas de tumor, significa
uma melhoria em parametros clinicos ou progressao reduzida de pa-
rametros clinicos quando comparado a um grupo néo tratado controle
de animais ou individuos humano incluindo, porém, néo limitado a pelo
menos uma reducédo de 10% em tamanho de tumores, ou pelo menos
uma reducédo de 10% em numero de metastase de cancer, ou pelo
menos um aumento de 10% em atividade de sistema imune contra as
células de cancer, ou pelo menos uma melhoria de 10% em sinais cli-
nicos e sintomas relacionados a cancer incluindo, porém, nao limitado
a melhoria em sobrevivéncia livre de progressao, ou sobrevivéncia to-
tal, ou efeitos adversos reduzidos de terapia, ou qualidade melhorada
de vida.

[00189] Enguanto varias modalidades da presente invencdo foram
descritas, € entendido que estas modalidades séo ilustrativas apenas,
e nao restritivas, e que muitas modificacdes e/ou modalidades alterna-
tivas podem ficar aparentes aqueles de experiéncia ordinaria na técni-

ca. Por exemplo, qualquer etapa pode ser realizada em qualquer or-
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dem desejada (e qualquer quaisquer etapas desejadas podem ser adi-
cionadas e/ou etapas desejadas podem ser deletadas). Portanto, sera
entendido que as reivindicagbes anexas séo pretendidas abranger to-
das as tais modificacbes e modalidades que vém dentro do espirito e
escopo da presente invencao.

[00190] A invencado sera também descrita nos seguintes exemplos.
Deveria ser entendido que estes exemplos sdo apenas para propositos
ilustrativos e nao seréo interpretados como limitantes desta invencéo
de qualquer maneira.

EXEMPLOS

[00191] Para referéncia, o produto seletivamente despolimerizado

da presente invencao (Composto G) se refere a um composto prepa-
rado de acordo com o Exemplo 1 descrito aqui, Composto D se refere
a um polissacarideo de referéncia preparado de acordo com 0s méto-
dos descritos na US 7,893,252, incorporada aqui por referéncia em
sua totalidade. Composto H se refere a um polissacarideo de pectina
despolimerizado molecular alto (90.000 a 140.000 D), um néo prepa-
rou de acordo com Exemplo 1 descrito aqui, porém preparado com 0s
meétodos descritos na US 8,236,780, incorporada aqui por referéncia
em sua totalidade. Composto S se refere a um polissacarideo fabrica-
do de pectina Citrica USP de acordo com os métodos descritos na US
8,128,966. A invencéo fornece processo industrial de pectina modifi-
cada, e usa em tratamento de cancer. E esta incorporada aqui por re-
feréncia em sua totalidade. Composto T se refere a um MCP comercial
“Thorne Research Fractionated Pectin Powder 5 OZ” comprado em
Amazon.com.

EXEMPLO 1: Fabricacdo de Composto G

[00192] O produto seletivamente despolimerizado da presente in-
vencao foi preparado por um processo ilustrado na FIG. 1.
[00193] Pectina de maca USP HM (50 kg) foi dissolvida e aquecida
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em agua a 35-85 °C. 1 M de HCI ou NaOH foram adicionados para
ajustar pH a solucdo em pH 5-7 e bem misturados. A mistura foi conti-
nuada durante 2 horas no ponto fixo 35-85 °C. 1M de NaOH ou HCI foi
adicionado quando necessario para reajustar pH entre 5 e 7. Solucao
foi resfriada a 30°C. A 30 °C, pH foi ajustado entre 5 e 7.

[00194] CuSOs é adicionado a solucao de pectina ajustada por pH
para resultar em um concentragdo de CuSO4 a 1 mM final. A solugéo
de CuSO4 a 1 mM foi misturada durante 30 minutos em uma tempera-
tura dentre 10°C e 30°C.

[00195] Na conclusdo dos 30 minutos, etapa de mistura de Cu-
S04 a 1mM, 50 gramas de ascorbato de sodio foi adicionado (quan-
tidade foi pré-calibrada para obter o MW desejado) e mistura duran-
te 5 a 20 minutos. H20- foi adicionado iniciando com 0,02 e até 1,0
mols/kg de pectina (pré-calibrado para pectina MW de partida inicial)
e a concentragcao de H»O> foi mantida durante 4 horas (usando teste
guantitativo, Sigma, St-Louis) enquanto o pH da solucéo foi mantido
entre 4 e 7.

[00196] 5M de NaOH foi adicionado a solucdo para resultar em um
pH de solucéo dentre 8 e 10. A solucdo ajustada por pH foi misturada
durante 10-30 minutos. HCL concentrado foi em seguida adicionado a
solucéo ajustada por pH para ajustar o pH da solucdo entre 4 e 5. A
solucdo, uma vez ajustada em pH entre 4 e 5 pode ser continuada
misturando durante 2 a 24 horas entre 2°C e 8°C.

[00197] Solucao foi em seguida aquecida a 80°C durante 30-180
minutos e 1-5 kg de Ajuda de Filtro foi adicionado (Celite) a solucéo,
e a solucdo com Celite adicionada foi agitada durante 30 minutos e
em seguida filtrada. Os sélidos resultantes da filtragcao foram descar-
tados.

[00198] O filtrado foi concentrado 1,5 - 3X sob vacuo, e em seguida

ajustado por pH entre 3 e 5. Etanol quente ou isopropanol foi adiciona-
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do em um peso de 50%. A mistura foi agitada 1-2 horas para precipitar
produto, e a mistura foi em seguida filtrada. O filtrado foi descartado,
deixando um precipitado branco a quase branco.

[00199] 96% de EtOH frio foi adicionado a solucdo e o suspensao
resultante foi em seguida agitada durante 30 minutos. A solugéo foi
filtrada e o filtrado foi descartado. A etapa de suspensao de EtOH a
96% foi repetida, seguida por uma filtracdo final e recuperacéo de um
precipitado branco a quase branco.

[00200] O produto final deste processo rende uma composicdo com
a estrutura molecular geral mostrada na FIG 2, como avaliado pelas
analises descritas nos Exemplos 2, 3, 4, e 5 abaixo.

EXEMPLO 2: Anélise de peso molecular médio por MALLS

[00201] Um sistema de deteccéo de dispersdo de Luz a Laser de
Multi-Angulo pode ser usada para gerar uma plotagem de ZIMM que
independentemente prediz o peso molecular de polimeros. O principio
do método de MALLS esta baseado no fato que luz é mais fortemente
dispersa por moléculas grandes do que por moléculas pequenas. A
producdo do detector de dispersao de luz € proporcional a multiplica-
cao da concentracdo e o peso molecular médio das macromoléculas.
Portanto, a forma do pico de disperséo da luz € assimétrica. Peso mo-
lecular versus o volume de eluicdo é obtido e pesos moleculares mé-
dios e distribuicdes de peso molecular médio podem ser calculados.

[00202] Tabela 1 abaixo e Figuras 3A - 3B ilustram uma determina-
¢cao do peso molecular médio de um composto seletivamente despoli-
merizado da presente invencao por MALLS, indicando um peso mole-
cular médio de cerca de 37 kilodaltons (kD) em solucédo de tampéo de

EDTA com um desvio padréo de 8%.

TABELA 1
Numero de estudo | Amostra Resultados (Daltons)
3098-003 3098-003-00001 (EDTA) | 36,950 [STD8%)]
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EXEMPLO 3: Andlise por Cromatografia Liquida de Alto Desem-
penho (HPLC)

[00203] Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) é uma téc-

nica bem estabelecida usando HPLC para a caracterizacao de polime-
ros. SEC em combinacdo com deteccdo de indice Refrativo (RI) é
usada para a determinacdo de pesos moleculares médios de carboi-
dratos poliméricos por perfil de tempo de retencdo. FIG 4a demonstra
o tempo de eluicdo de polissacarideos padrées e FIG. 4b mostra o
perfil de peso molecular do Composto G.

[00204] A partir desta analise e como mostrado na FIG 4b, faixa de
peso molecular do Composto G é de 20 a 70 kDa.

EXEMPLO 4: Determinacdo da composicdo de Glicosila do Com-

posto G
[00205] Andlise de composicao de glicosila foi realizada por cromato-

grafia de gas combinada seguida por espectrometria de massa (GC/MS)
dos derivados de per-O-trimetilsilila (TMS) dos glicosideos de metila de
monossacarideo produzidos a partir da amostra por metandlise acida.
[00206] Uma aliquota de cada amostra foi empregada e adicionada
ao tubo com 20 ug de inositol como o padrao interno. Glicosideos de me-
tila foram em seguida preparados a partir da amostra seca seguindo me-
tanolise em 3 M de HCI em metanol a 80 °C (6 horas), seguido por re-N-
acetilacdo com piridina e anidrido acético em metanol (para deteccao de
amino acucares). A amostra foi em seguida per-O-trimetilsililada por tra-
tamento com Tri-Sil (Pierce) a 80 °C (0,3 horas). Estes procedimentos
foram previamente realizados como descrito em Merkle e Poppe (1994)
Methods Enzymol. 230: 1-15; York, e outro (1985) Methods Enzymol.
118:3-40. Analise de GC/MS dos metil glicosideos TMS foi realizada em
um AT 6890N GC conectado a um 5975B MSD, usando uma coluna ca-
pilar de silica fundida por Supelco EC-1 (30m x 0,25 mm ID).

[00207] Os resultados da analise de composicdo sao listados na
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TABELA 2:
% em Mol de residuos de monossacarideo do Composto G por
GC-MS
Amostra Residuo de glicosila Massa (g)* | %' em Mol
Comp G Arabinose (Ara) 13,4 5,6
Lote # Rhamnose (Rha) 9,0 3,4
S126K4208 | Fucose (Fuc) n.d. -
Xilose (Xyl) 52 2,2
Acido Glucurénico (GIcA) | n.d. -
Acido Galacturénico (Ga-
IA) 220,8 71,7
Manose (Man) n.d. -
Galactose (Gal) 45,4 15,9
Glicose (Glc) 3,3 1,2
N-AcetilGalactosamina
(GalNAc) n.d. -
N-AcetilGlucosamina
(GIcNAC) n.d. -
N-AcetilManosamina
(ManNAc) n.d. -
Total 297,1 CHO=99%

e Desvio padrao de ensaio nao foi determinado

EXEMPLO 5: Determinacdo de ligacdes Glicosidicas e Estrutura

por H1 e C13

RMN.

[00208]

Espectroscopia de RMN revela assinaturas moleculares
individuais e ligac@es, fornecendo um tipo de impresséo digital analiti-
ca para moléculas de carboidrato complexas. Dois espectros de RMN
dimensionais foram avaliados para revelar a impresséao digital molecu-

lar da composicao da presente invencao, Composto G, e comparacao
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a Composto S.

[00209] Para espectroscopia de RMN, as amostras do Composto G
e Composto S foram dissolvidas em 0,7 mL D20 (99,96% de D), e
transferidas em um tubo de RMN de 5-mm (Wilmad). Préton 1-D e 2-D
TOCSY, NOESY, gradiente aumentado COSY (gCOSY), HSQC, e es-
pectros de RMN gHMBC foram adquiridos em um espectrometro Varian
Inova-500 MHz a 343 K (70°C). Trocas quimicas foram medidas relati-
VO a acetona interna (oH=2.225 ppm, oC=31 ,07 ppm).

[00210] Tabela 3 debaixo de indica relagbes aproximadas de galac-
turonato de metila para acido galacturdnico, e de galacturonato de me-
tila e acido galacturénico para galactose, obtidas a partir de 2-D HSQC
RMN do Composto G:

TABELA 3

Composto G SD*
GalA-6-OMe/GalA 1:2
GalA(-6-OMe)/GalA 2:1

[00211] Os componentes principais no Composto G sdo acido ga-

lacturbnico 4-ligado, galacturonato de metila 4-ligado, e galactose 4-
ligada. Ramnose esta claramente presente no espectro de HSQC. Ta-

bela 4 contém a designacao espectral de RMN do Composto G.

TABELA 4
, posicéo
Residuo 1 2 3 2 5 6
4-a-GalAp H 5.08 3.77 3.98 4.42 469
*C  100.0 69.5 69.9 79.3 72.3 175.9
4-¢-GalApOMe® 'H 492 375 3.99 4.47 5.10
BC 1008 69.5 69.9 79.3 71.5 172.1
4-p-Galp H 4.62 3.69 3.77 416 3.72 3.81/3.73
BC 1055 73.1 74.2 785 75.4 61.7
t-a-Araf H 517 413 3.97 406 3.83/3.73
*c 1078 82.0 77.4 84.8 62.1
5-a-Araf H 5.08 4.14 4.02 421 3.88/3.80
BC 1086 82.0 77.7 83.2 67.6
Rhap 'H n.d. n.d. 3.89 3.40 3.79 1.25
3c nd. nd. n.d. n.d. n.d. 17.6

dressonancia de metila: 3,81/539 ppm
[00212] A FIG 5a mostra o espectro de RMN bidimensional para
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Composto G e FIG 5b mostra o espectro de RMN bidimensional para
Composto S.

[00213] Comparacédo de espectros de RMN bidimensionais de
amostras diferentes de material de pectina modificado € um método
poderoso para avaliar estruturas diferentes.

[00214] A FIG 5c mostra os espectros de sobreposi¢cdo do Compos-
to G e Composto S, revelando as diferengas marcadas nos espectros
de RMN bidimensionais destes dois compostos. As posi¢cdes que séo
circuladas estdo no espectro do Composto G, porém ndo no Composto
S. Isto indica diferencas estruturais importantes entre Composto G e
Composto S.

[00215] Esta analise demonstra diferencas estruturais claras entre
Composto G e Composto S, feitos por um método industrial diferente.
Estas diferencas estruturais sao evidentes em analises de RMN bidi-
mensionais quando a analise de composi¢cdo quimica, que mede ape-
nas a composi¢cdo de monossacarideo ndo mostra diferencas totais.
[00216] Impressao digital de RMN bidimensional pode ser incluida
no certificado de andlise para bateladas de GMP de Composto G co-
mo uma avaliacao precisa da estrutura molecular complexa.
EXEMPLO 6: Determinacdo de Citotoxicidade de Composto G pa-

ra Linhagens Celulares Cultivadas

[00217] Uma das caracteristicas proeminentes de compostos de
pectina modificados que foram informadas (US 8,128,966 e
US 2012/0149658) é sua citotoxicidade em linhagens celulares de va-
ros tipos, incluindo a inducdo de apoptose. Por exemplo, US
8,128,966 descreve pectinas modificadas que induzem apoptose em
células de cancer, tal como linhagem celular de melanoma B16-F10.

[00218] Ao contrario os resultados da US 8,128,966, a pectina mo-
dificada da presente invencao, foi mostrada néo ter nenhuma citotoxi-

cidade quando usada em uma variedade de linhagens celulares, inclu-
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indo células de melanoma B16-F10.

[00219] Linhagem de célula estrelada hepatica humana, LX-2 é habi-
tualmente usada como uma ferramenta para analise de fibrose hepatica.
As células de LX-2 normalmente proliferam em 2% de meio rico em
soro de FC. Entretanto, uma vez enfatizado em 0,1% de soro de
FC, células de LX-2 entram através de mudancas patolégicas simi-
lares como estabelecido no figado fibrético. Citotoxicidade foi avali-
ada usando Composto D, Composto H, e Composto G.

[00220] A FIG 6a mostra os resultados de um ensaio de prolife-
racao utilizando a incorporacédo de tritio rotulado por timidina em
células de LX-2 crescentes. Nao houve diferenca de células de
controle em incorporacéo de timidina em 48 horas de cultura quan-
do células foram incubadas com 1 mg/mL de Composto D, Com-
posto H, ou Composto G.

[00221] A FIG 6b mostra os resultados de um ensaio de viabilidade
de célula utilizando uma tintura vital que € empregada por células ndo
viaveis e excluidas a partir de células viaveis. Nao houve diferenca de
células de controle em viabilidade de célula em 48 horas de cultura
guando células foram incubadas com 1 mg/mL de Composto D,
Composto H, ou Composto G.

[00222] A presenca de apoptose foi da mesma forma avaliada
usando o kit de apoptose de anexina (eBioscience). Anexinas sao uma
familia de proteinas de ligacdo de fosfolipideo dependente de célcio
que preferencialmente ligam fosfatidilserina (PS). Sob condic¢bes fisio-
l6gicas normais, PS esta predominantemente localizado no folheto in-
terno da membrana plasmatica. Em iniciacdo de apoptose, perdas de
PS é distribuicdo assimétrica através da bicamada de fosfolipideo e é
translocada ao folheto de membrana extracelular marcando células
como alvos de fagocitose. Uma vez na superficie exterior da membra-

na, PS pode ser Anexina V rotulada fluorescentemente detectada de
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uma maneira dependente de calcio.

[00223] A FIG 6¢c mostra os resultados analise de FACS (classifica-
cdo de célula ativada por Fluorescéncia) de células de LX-2 para ava-
liar apoptose que ndo mostrou evidéncia de apoptose em células tra-
tadas com Composto D ou Composto G versus células de controle (ve-
iculo tratado).

[00224] Como um outro teste para apoptose, células de LX-2 foram
examinadas para a presenca de fragmentacéo de DNA. FIG 6d mostra
gue ndo houve evidéncia de fragmentacdo de DNA em células trata-
das com Composto D (D1 ou D2), Composto H ou Composto G quan-
do comparado a controle.

[00225] Macrofagos séo integralmente envolvidos em processos
inflamatorios e fibroticos. Desse modo, uma linhagem celular de ma-
crofagos THP-1 (ATCC® Number: TIB-202™) foi avaliada quanto ao
efeito do Composto G em citotoxicidade como mostrado na FIG. 7. A
linhagem de célula THP-1 € um mondcito tipo linhagens celulares co-
Ihidas de sangue periférico de paciente (Homo sapiens) com Leucemia
Monocitica Aguda (AML) (vide Induction of maturation in cultured hu-
man monocytic leukemia cells by a phorbol diester. Cancer Res. 42:
1530-1536, 1982).

[00226] As células de THP-1 foram suspensas em meio de ensaio
contendo 10% de FBS. Cerca de 25.300 células/cavidade foram trans-
feridas a 100ul/cavidade em placas de 96 cavidades. Em 24 horas o
meio de cultura foi mudado em meios frescos e as células foram incu-
badas durante a noite. Compostos teste foram serialmente diluidos em
meio de ensaio contendo 10% de FBS e transferem 100 ul/cavidade as
células de mondcito crescentes THP-1. O volume de ensaio final foi
200 ul/cavidade contendo 10% de FBS, 2X Gentamicina, e 0S seguin-
tes artigos de teste: Composto G da presente invencédo e Composto D,

um produto de galactomanano ou na presenca de digitoxina. As célu-
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las foram incubadas durante 3 dias com os artigos de teste. Depois de
remover 50 ul de sobrenadante para outro teste, citotoxicida-
de/crescimento foi medido adicionando-se 15 ul de Promega “CellTiter
96® Aqueous One Solution” as 96 cavidades e viabilidade foi monito-
rada em OD 490nm depois de 1-7,5 horas. O CellTiter 96® Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay € um método colorimétrico para
determinar o numero de células viaveis em proliferacdo, citotoxicidade
ou ensaios de quimiosensibilidade. O CellTiter 96® AQueous One So-
lution Reagent contém um composto de tetrazdlio [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio, sal interno;
MTS] e um reagente de acoplamento de elétron (etossulfato de fenazi-
na; PES). PES realcou estabilidade quimica, que permite ser combi-
nado com MTS para formar uma solucdo estavel para viabilidade de
célula de deteccédo em meio de cultura in-vitro.

[00227] A FIG. 7 mostra que quantidades crescentes de Composto
G aplicadas a células de THP-1 nao resultaram em citotoxicidade.
[00228] A linhagem celular de melanoma B16-F10 foi previamente
usada como um ensaio para atividade de pectinas modificadas. Desse
modo, células de B16-F10 foram avaliadas para o efeito do Composto
G em citotoxicidade.

[00229] A linhagem celular de melanoma B16-F10 (ATCC® Num-
ber: CRL-6475™) é uma mistura de células fusiformes e semelhantes
a epitelial de melanoma de pele de camundongo (Mus musculus, Ce-
pa: C57BL/6J (Vide Fidler 1J. Biological behavior of malignant melano-
ma cells correlated to their survival in vivo. Cancer Res. 35: 218-224,
1975.)

[00230] Células de melanoma B16-F10 foram transferidas em um
meio fresco (DMEM - 10% de Soro Bovino Fetal - FBS). Cerca de
2.900 células/cavidade (passagem #4) foram transferidas em 100

ul/cavidade em placas de 96 cavidades para incubagao durante a noi-
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te. Em 24 horas o meio de cultura foi mudadas em meio livre de soro
fresco e incubado durante a noite. Compostos teste foram serialmente
diluidos em meio de ensaio contendo 1% de FBS e 100 ul/cavidade foi
transferido as células de melanoma crescentes. O volume de ensaio
final foi 200 ul/cavidade contendo 1% de FBS, 2X Gentamicina, e
composto G da presente invengédo, Composto D, um produto de galac-
tomanano ou 5-fluorouracila. As células foram incubadas durante 3
dias com os compostos teste. Citotoxicidade/crescimento foi medido
adicionando-se 20 ul de Promega “CellTiter 96® Aqueous One Soluti-
on” para as 96 cavidades e monitorado em OD 490nm depois de 1 ho-
ra. O CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay é
um meétodo colorimétrico para determinar o0 niumero de células viaveis
em proliferacédo, citotoxicidade ou ensaios de quimiossensibilidade. O
CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent contém um composto
de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interno; MTS] e um reagente de acopla-
mento de elétron (etossulfato de fenazina; PES). PES aumentou esta-
bilidade quimica, que permite isto ser combinada com MTS para for-
mar uma solucdo estavel para viabilidade de célula de deteccdo em
meios de cultura in-vitro.

[00231] A Figura 8 mostra que quantidades crescentes de Compos-
to G aplicadas a células de B16-F10 nao resultaram em citotoxicidade.
Isto representa uma diferenca clara da funcao de outros compostos de
pectina modificados previamente descritos.

[00232] Células de PBMC séao célula primaria extraida de sangue
total usando ficol, um polissacarideo hidrofilico. Células mononu-
cleares de sangue periférico (PBMC) estdo integralmente envolvidas
em processos inflamatérios e fibroticos. Desse modo, PBMC foram
avaliados quanto ao efeito do Composto G em citotoxicidade.

[00233] A Figura 9 mostra que Composto G de trés diferentes lotes
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aplicados a PBMCs nao resultou em citotoxicidade. Composto G em
concentracdes de até 500 ug/mL n&o tiveram nenhum efeito no cres-
cimento de PBMC. Citotoxicidade foi medida usando ensiao de MTS
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS)
Promega USA.)

[00234] A Figura 10 mostra que quantidades crescentes do Com-
posto G aplicadas a células de fibroblasto pulmonares cultivadas nao
resultaram em citotoxicidade. A linhagem celular MRC-5 é um fi-
broblasto normal que foi derivado de tecido de pulm&o normal (Homo
sapiens (humano) macho (ATCC Catalog No. CCL-171™). Quantida-
des crescentes dos seguintes artigos de teste: Composto G da presen-
te invencdo, Composto D, um produto de galactomanano foi testado
usando um CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation As-
say (MTS) - o Promega USA. Figura 10 mostra que Composto G a até
800 ug/mL néo tiveram efeito no crescimento de fibroblasto pulmonar
in vitro.

[00235] O sumario destes dados mostra convincentemente que
Composto G ndo é citotoxico a células e ndo induz apoptose. Isto esta
em contraste com todos os outros relatérios de materiais de pectina
modificados informados.

[00236] EXEMPLO 7: Ensaio__In-Vitro Para Efeito _Anti-

inflamatorio Usando Células Primarias de PBMC

[00237] Composto G foi avaliado quanto a sua atividade biol6gica
em condi¢des inflamatorias. Células multiplas estdo envolvidas em e
ativadas no processo inflamatorio. Um tipo de célula principal neste
processo sao Células Mononucleares de Sangue Periférico (PMBCs),
uma célula priméaria habitualmente usa como modelo in-vitro anti-
inflamatoério, que sdo ativadas por mediadores inflamatorios, recruta-
dos em sitios de inflamacéo, para transformar em macréfagos de teci-

do, e aumentar o processo inflamatério. Portanto, PBMCs foram usa-

Peticaio 870210075403, de 17/08/2021, pég. 63/252



61/67

dos como um modelo in vitro para avaliar o efeito de Composto G.
[00238] O ensaio in-vitro para inflamacé&o foi desenvolvido enfati-
zando-se PBMC com endotoxina microbiana (lipopolissacarideos
microbianos) e medindo por secrecao de TNF alfa, uma citocina
principal e biomarcador para inflamagcdo. PBMC foi re-suspenso em
meio de ensaio contendo 10% de FBS (Gibco lot#749413), 2X Gentami-
cina, e L-Glutamina. PMBC foi transferido 90 pl/cavidade em placa de
ensaio (169.000 células/cavidade).

[00239] 90 pl/cavidade de meio de ensaio foi adicionado em pla-
ca de ensaio em um volume total de 180 pul/cavidade durante apro-
ximadamente 16 horas. LPS (toxina microbiana) foi serialmente di-
luida em meio de ensaio. 20 pl/cavidade de LPS foi adicionado pa-
ra avaliar placa em um volume final de 200 pl/cavidade e incubado
durante 7 horas a 37 graus C.60 pl/cavidade foram removidos para
ensaio de ELISA de TNF-a (Transformando Fator Nuclear alfa). As
amostras de 60 ul foram diluidas 1:4 com diluente de ELISA (volume
total € 240 pl) e 100 pl/cavidade de amostra foram transferidos em
uma placa de ELISA. h-TNF-a foi analisado usando um Kit de De-
senvolvimento de ELISA (PeproTech, cat#900-K25, lot#0509025),
com TNF-a Humano como padrao em uma placa de ELISA. 100 pl
de Substrato Liquido de ABTS foi adicionado a cada cavidade e
OD foi lido em 405 nm com uma correcao de comprimento de onda
fixa a 650nm.

[00240] O plano de placa usado € mencionado abaixo:

Plano

de

plasa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
'; LPS; 400ng/ml (1:2)
C T:l;::a Composto S;1,0 mg/ml, (1:2); meio de ensaio gontend 50 ng/ml LPS h-TNFa
D STD:

STD; '

E 5ng/mi Composto D;1,0 mg/mL. (1:2); meio de ensaio contend 50 ng/ml, LPS sng/mi
F ol a2 (1:2)
G Composto G;1,0 mg/mL, (1:2); meic de ensaio gontend 50 ng/mL LPS
H
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[00241] A FIG. 11 graficamente demonstra resultados de Placa
364 com ELISA de h-TNF alfa. Composto G a 0,5 mg/mL reduziram
50% de secrecdo de TNF-alfa enfatizando-se células primarias de
PBMC. A reducdo de secrecdo de TNF-alfa é significativamente
mais alta do que polissacarideos de referéncia do Composto D ou
Composto S testado.

[00242] A capacidade do Composto D, Composto H, e Composto
G para inibir secrecao de TNF-alfa em PBMC foi diretamente com-
parada, como mostrado na FIG 12. Composto H foi produzido
usando o método descrito na US 8,236,780 foi produzido. Compos-
to D e Composto H ndo mostraram qualquer capacidade para re-
duzir secrecdo de TNF-alfa de células de PBMC, na realidade
Composto H pareceu aumentar TNF-alfa. Em contraste, Composto
G significativamente inibiu secrecdo de TNF-alfa.

[00243] Composto G foi mostrado ser um inibidor potente de um
modelo in vitro de inflamacédo. Tal atividade foi mostrada estar au-
sente do Composto S ou Composto H, compostos de pectina modi-
ficados feitos através de processos diferentes de Composto G. Por-
tanto, resultados dos Exemplos 6 e 7 mostraram que Composto G
€ pectina modificada tendo propriedades nao-citotoxicas e anti-
inflamatorias Unicas que néao foram descritas para outros compos-
tos derivados de pectina conhecidos.

EXEMPLO 8: Inducao In-vitro de Fibrogénese em linhagem de Cé-

lula estrelada LX-2 hepatica.

[00244] Em outras experiéncias, 0s inventores mostraram que li-
nhagens de célula estrelada cultivadas humanas (LX-2) expressa e
segrega no meio galectina-1 e galectina-3 enfatizando as células redu-
zindo-se o soro de FC nos meios de cultura de 2% a 0,1%.

[00245] Linhagem de célula estrelada hepatica humana, LX-2 € habi-

tualmente usada como uma ferramenta para analise de fibrose hepatica.
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As células de LX-2 proliferam normalmente em 2% de meio rico em
soro de FC. Entretanto, uma vez enfatizada em 0,1% de soro de
FC que os mesmos entram através de mudancas patologicas simi-
lares como estabelecido em figado fibréotico

[00246] O Composto G pode da mesma forma modular, aumentar
ou diminuir em moléculas de células estreladas LX-2 ou biomar-
cadores que estdo envolvidos em fibrogénese, incluindo, porém, néo
limitado a colageno I, 11, 1ll, IV, metaloproteases, inibidores de metallo-
proteases, e citocinas.

[00247] O Composto G pode da mesma forma modular expresséo
de citocinas e lipidios e espécies de oxigénio reativas em macrofagos
hepatica, ou células de Kupffer.

[00248] O Composto G pode da mesma forma modular a expresséo
de genes hepatocelulares, captacdo e metabolismo de lipidios e espé-
cies de oxigénio reativas.

[00249] O efeito do Composto G na expressdo de galectina-3
igualmente em compartimentos intra e extra-celulares foi avaliado,
como mostrado na FIG 13. Enquanto meio rico de soro produziram
guantidade desprezivel de galectina-3, quando células de LX-2 (linha-
gem de célula estrelada humana) foram enfatizadas com meio de
crescimento esvaziado de soro de bezerro fetal (em apenas 0,1% de
meio de soro), um modelo que foi mostrado ser um modelo in-vitro pa-
ra fibrogénese, galectina-3 foi expressado alcancando maximo a cerca
de 5 a 7 dias pos cultura em 0,1% de meio de soro. Uma técnica de
manchamento imunoquimica demonstrou expressdo aumentada de
galectina-3 no dia 6 pds-énfase em 0,1% de soro, enquanto a adi¢ao
do composto G foi mostrada significativamente suprimir a expressao
de galectina-3.

EXEMPLO 11: Avaliacédo de Terapia em um Modelo de Fibrose he-
patica induzida por TAA
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[00250] Para determinar se o composto da presente invengcao tem
uma atividade bioldgica antifibrética em animais vivos, um teste de vi-
abilidade preliminar foi conduzido in vivo. Fibrose hepatica severa foi
induzida por toxicidade quimica de administracdo quinzenal de tioace-
tamida (TAA). Composto G foi determinado IP a 90 mg/kg semanal-
mente durante 4 semanas, e Composto D foi determinado em dose de
180 mg/kg semanalmente durante 4 semanas. O designio experimen-
tal € mostrado na Figura 14.

[00251] Depois de 8 semanas de tratamento com TAA, manchamento
vermelho Sirius hepatica fibrético (controle de veiculo) mostrou infiltracéo
extensiva de tecido fibrético (FIG. 15). Em contraste, o material fibrético
foi notadamente reduzido, e quase eliminado em algumas areas no figa-
do a partir de um animal tratado com Composto G (FIG. 15).

[00252] Analise estatistica de grau de fibrose e colageno percentual
foi realizada com animais tratados com Composto G e Composto D
(FIG. 16).

[00253] A FIG. 16 mostra um reducdo estatisticamente significante
em area fibrotica medida por analise morfométrica digital de secdes
hepatica manchadas com vermelho Sirius quando animais foram tra-
tados com Composto G e Composto D quando comparado a controles
de veiculo, com maior reducéo vista com Composto G quando compa-
rado a Composto D.

[00254] Estas experiéncias demonstram atividade antifibrotica do
Composto G, que correlata com seu efeito anti-inflamatorio demons-
trado em linhagens celulares.

EXEMPLO 12: Avaliacdo de Terapia em Modelo de NASH de estea-

tose hepatica de Camundongo

[00255] O efeito de carboidratos de ligacdo de galectin na terapia
de doenca hepéatica experimental e NASH foi examinado. Camundon-

gos de STAM em que diabetes foi induzida e uma dieta hiperlipidica foi
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administrada foram usados como um modelo experimental. Este é um
modelo provado em gue os camundongos constantemente desenvol-
vem NASH com acumulo de gordura de hepatdcito, evidéncia de toxi-
cidade de hepatdcito, infiltrados inflamatérios portais e lobulares, fibro-
se peri-senoidal, fibrose avancada com formacao de nodulo, cirrose, e
ultimamente carcinoma hepatocelular em uma certa porcentagem de
animais. Camundongos de NASH IV foram tratados quinzenalmente
em 9-12 semanas de estudo, como mostrado na Figura 17a-b.

[00256] Camundongos de STAM foram usados para explorar o efei-
to do Composto G. No estudo foram testados dois compostos, Com-
posto D (como descrito na US 7,893,252) e Composto G nos resulta-
dos histopatolégicos associados com NASH no figado (Figura 17). No
modelo de STAM, camundongos neonatais foram determinadas uma
injecdo de estreptozotocina que resulta em insuficiéncia pancreatica
enddcrina e diabetes melito. Em quatro semanas de idade, uma dieta
hiperlipidica foi introduzida que foi continuada através da experiéncia.
Este modelo resulta em uma doenca reproduzivel que inclui esteatose
epatica (FL), NASH, NASH com fibrose (Fib), formacéo de nodulo (N)
e em uma certa porcentagem de carcinoma hepatocelular de animais
(HC). Neste designio experimental, terapia de farmaco foi iniciada em
8 semanas e continuada para um total de 4 semanas. Composto D foi
administrado em uma dose de 120 mg/kg dissolvida em vezes solucéo
salina normal intravenosamente duas vezes por semana. Composto G
foi administrado em uma dose de 60 mg/kg dissolvido duas vezes em
solucéo salina normal intravenosamente duas vezes por semana.
[00257] A Figura 18 mostra que camundongos em todos 0S grupos
ganharam peso durante o tempo da experiéncia sem diferencas entre
grupos. Este resultado indica em um nivel total que houve pouco efeito
toxico dos tratamentos nos animais e qualquer mudanca detectada é

improvavel devido a saude global dos animais. No geral houve 2 mor-
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tes no grupo veiculo (2/12, 17%) e um no grupo tratado com Composto
D (1/12, 8%), todos relacionados a doenca hepatica como determinado
por autépsia pelo veterinario. Nao houve nenhuma morte no grupo tra-
tado com Composto G. Esta atividade in vivo de falta de toxicidade nos
camundongos correlata com a falta de citotoxicidade vista em experi-
éncias de linhagem celular in vitro.

[00258] A contagem de atividade de NAFLD foi usada para avaliar
severidade de doenca e produz pontos para trés aspectos de patologia
de NASH incluindo, esteatose (0 (< 5%), 1 (5-33%), 2 (33-66%), ou 3
(>66%)), hepatocito em baldo (0 (nenhum), 1, (poucos), ou 3 (muitos)),
e inflamacéao lobular (0 (nenhum foco), 1 (< 2 foci/200x campo), 2 (2-4
foci/200x campo), ou 3 (>4 foci/200x campo)). O numero total de pon-
tos € a contagem de atividade de NAFLD.

[00259] A Figura 19 mostra uma representacéo grafica com valores
estatisticos da contagem de atividade de NAFLD nos trés grupos ex-
perimentais. Houve uma melhoria em contagem de atividade de NA-
FLD em animais tratados com Composto G e menos de um efeito com
Composto D.

[00260] A Figura 20 mostra uma representacdo grafica com valores
estatisticos do colageno percentual nos trés grupos experimentais.
Vermelho Sirius € uma mancha histologica que tem uma afinidade es-
pecifica por fibras de colageno, manchando-os de vermelho, e € por-
tanto uma ferramenta quantitativa para avaliar o grau de fibrose em
bidpsias hepatica. A area de manchamento vermelho Sirius em sec¢des
histopatologicas hepatica de cada um dos trés grupos de tratamento
foi avaliada usando analise morfométrica ajudada por computador.
Animais em ambos os grupos de tratamento precoce e recentes tive-
ram uma reducdo marcada em area proporcional de colageno quando
tratada com Composto G. Tratamento com Composto D tem um efeito

intermediario na area proporcional de colageno entre controle de vei-
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culo e Composto G. Estes resultados demonstrados que tratamento
com Composto G significativamente reduzem fibrose hepatica em ca-
mundongos com NASH.

[00261] Os resultados nos camundongos de NASH (Figura 17-20)
estendem e confirmam os resultados encontrados nos ratos tratados
com TAA em fibrose hepatica. Adicionalmente, estas experiéncias
mostram um efeito anti-inflamatério marcado do Composto G com uma
reducdo na contagem de atividade de NAFLD (esteatose, hepatdcito
em baldo, e infiltrado inflamatério). A combinacédo destes efeitos anti-
inflamatorios e antifibroticos em um modelo animal de NASH correlata
com o efeito anti-inflamatorio demonstrado no modelo de cultura de
célula PBMC.

[00262] E entendido que os exemplos e modalidades descritas aqui
sao para propositos ilustrativos e que varias modificacbes de mudan-
cas em funcdo dos mesmos serdo incluidas dentro do espirito e esfera
deste pedido e escopo das reivindicacdes anexas. Toda a publicacao,
patentes e pedidos de patente citados aqui estdo incorporados aqui

por referéncia em sua totalidade para todos os propésitos.
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REIVINDICACOES

1. Composto de arabinogalacto-ramnogalacturonano, ca-
racterizado pelo fato de que compreende uma cadeia principal de resi-
duos de acido galacturdnico ligado a 1,4 (GAIA) e galacturonato de
metila (MeGalA), ligado a heteropolimeros ramificados de oligbmeros
alternados de ramnose ligada a a-1,2 e residuos GAIA ligados a a-1,4,
os residuos de ramnose portando uma ramificacdo primaria de oligo-
meros de residuos de 1,4-B-D-galactose, residuos de 1,5-a-L-
arabinose, ou combinag¢des dos mesmos,

sendo que o oligbmero de residuos de 1,4-B-D-galactose, re-
siduos de 1,5-a-L-arabinose, ou combinagdes dos mesmos, representam
pelo menos 8 por cento molar do teor molar de carboidrato total,

sendo que o composto apresenta um grau de metoxilacao
gue varia de 40% a 70%,

sendo que 0 composto apresenta uma razao de galacturo-
nato de metila para acido galacturénico variando de 2:1 a 1:2,

e

sendo que o composto € capaz de reduzir a secrecao de
citocina TNF-alfa de mondcitos estressados com endotoxina.

2. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que o € capaz de reduzir a secrecdo de TNF-alfa por
monaocitos/macrofagos ativados em pelo menos 25%.

3. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que:

(i) a cadeia principal de residuos de acido galacturdnico li-
gado a 1,4 e galacturonato de metila representa entre 55 a 85 por cen-
to molar do teor molar de carboidrato total,

o heteropolimero ramificado de ramnose ligada a a-1,2 al-
ternada e os residuos de GAIA ligados a a-1,4 representam entre 1 e 6

por cento molar do teor molar de carboidrato total,
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o oligbmero 1,4-B-D-galactose da ramificacdo priméaria repre-
senta entre 6 a 15 por cento molar do teor molar de carboidrato total, e

o oligbmero 1,5-a-L-arabinose da ramificacdo primaria repre-
senta entre 2 a 8 por cento molar do teor molar total de carboidratos,

como definido por cromatografia gasosa/espectrometria de
massa.

4. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que compreende ainda residuos de xilose, glicose, fu-
cose, ou uma combinacdo dos mesmos.

5. Composto, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que apresenta um peso molecular médio variando de 2 kDa
a 80 kDa, de 20 kDa a 70 kDa, de 5 kDa a 55 kDa ou de 2 a 70 kDa.

6. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que apresenta uma razdo de galacturonato de metila
mais acido galacturénico para galactose variando de 4:1 a 7:1.

7. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que:

() ndo induz viabilidade diminuida quando usado para tratar
células estreladas hepaticas humanas imortalizadas LX2, ou

(i) o composto € capaz de reduzir a expressdo de galecti-
na-3 ou uma diminuicdo substancial na secrecdo de galectina-3 quan-
do usado para tratar células estreladas hepaticas humanas imortaliza-
das LX2 estressadas que produzem galectina-3.

8. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que os residuos de 1,4-B-D-galactose e 1,5-a-L-
arabinose estdo presentes em uma razéo de 2:1.

9. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que apresenta uma razdo de galacturonato de metila
mais acido galacturénico para galactose variando de 4:1 a 8:1.

10. Composto, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
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zado pelo fato de que é substancialmente livre de endotoxinas micro-
bianas, pesticidas agricolas, herbicidas agricolas, cobre, metais pesa-
dos, proteinas, compostos nitrogenados, ou qualquer combinacdo dos
anteriores.

11. Composicéo para uso em formulagOes terapéuticas, ca-
racterizada pelo fato de que compreende um composto, como definido
em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 10, em um veiculo farmacéu-
tico aceitavel.

12. Composigéo, de acordo com a reivindicagdo 11, carac-
terizada pelo fato de que pode ser administrada parenteral por meio de
uma rota intravenosa, subcutanea ou oral.

13. Composigéo, de acordo com a reivindicacdo 11, carac-
terizada pelo fato de que compreende ainda um agente terapéutico.

14. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 13, carac-
terizada pelo fato de que o agente terapéutico € um composto antioxi-
dante, um agente anti-inflamatério, vitaminas, um suplemento nutra-
céutico ou combinaces dos mesmos.

15. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 11, para
uso no tratamento de esteatohepatite ndo alcodlica, fibrose, disturbios
inflamatérios e autoimunes, condicdes neoplasicas, cancer, fibrose
hepatica, fibrose renal, fibrose pulmonar ou fibrose cardiaca.

16. Uso de um composto, como definido em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que € para prepa-
racao de formulacfes terapéuticas intravenosas, subcutaneas ou orais
para tratamento de esteatohepatite ndo alcodlica, fibrose, disturbios
inflamatoérios e autoimunes, condicfes neoplasicas ou de cancer, e/ou
para tratamento de fibrose hepatica, fibrose renal, fibrose pulmonar, ou

fibrose cardiaca.
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USP HM
10 a 50 kg

Pectina de maca

Check pH
&

solubilidade

A

1127

1. Dissolver e aquecer em agua (1000 L) a 35-65°C

2. Adicionar 1M de HCI ou NaOH em pH 5,0 e misturas bem

3. Manter a mistura em temperatura durante 2 horas

4. Adicionar 1M de NaOH ou HCL quando necessario em pH 4,5
5. Comegar resfriamento a 10 a 30°C

6. A 10-30C ajustarpHem 4 a 5

Claro para solugéo turva

A

Check
solubilidade

Solugéo turva

l

A

Check
pH &
H202

Solugao turva

Ajuste de pH e
Temperatura

1. Adicionar tartarato de CuSO,/Na-K quando necessario
em 1mM de Cu final

2. Misturar durante 30 minutos

3 Manter temperatura a 10 a 30C

1. Adicionar 1,0M de Ascorbato de Na 0,06-0,2M/kg de Pectina
2. Misturar durante 5 a 20 minutos

3. Adicionar 1,0 M de H202 a 0,6-1,65 M/Kg HM de Pectina

4. Manter H202 durante 4 horas em pH 4 a 5.

1. Adicionar 5M de NaOH em pH de 8 a 10
2. Misturar durante 10 minutos a 2 a 60°C
3. Adicionar HCI para ajustar pHem 2 a 5
4. Agitar durante a noitea2a 8 °C

FIG. 1




Solugéo turva
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1. Solugéo de calor a 30 - 80°C durante 10 a 30 minutos
e resfriar imediatamente a 10-30°C
2 Adicionar 1-5 Kg de Celite e agitar suspensao durante

< 30 minutos
Sélidos 3. Filtrar
descartados
Solugéo clara
1. Solugdo concentrada x1,5 a x3 sob vacuo quando
necessario e ajustar pH em 3,0
4. Adicionar etanol ou iso-propanol ao final em 50% de
< solvente (p/p)
Descartar 5. Agitar para precipitar o produto durante 1-2 horas
i 6. Filtrar
filtrado

Precipitado branco a quase branco

9.
10

Descartar
filtrado

7. Adicionar 96% de EtOH frio
8. Agitar suspenséao durante 30 minutos

Filtrar
. Repetir lavagem de EtOH, observar precipitado branco

1. Secar a vacuo
2. Empacotamento em volume
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FIG. 1
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Acido a-(1,4)-D-galacturénico

Ramificagdo de Oligo-a-(1,4)-D-galactose

a-{1--L- manose

FIG. 2
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Areas em Composto G que ‘ 3
estdo perdendo em Composto W .
S séo circulados em azul
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Andlise de FACS - 0,1 mg/ml

Anélise de FACS — 1 mg/ml

Veiculo de controle
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FIG. 6¢C
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Crescimento celular relativo
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Crescimento celular relativo
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Crescimento celular (% de Controle de veiculo)
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Crescimento celular (% de Controle de veiculo)
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Reducéao Relativa de TNF a

Supressao de Secrecao induzida por Endotoxina de
h-TNF-a por Cultura de PBMC
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Primeiro dia de cultura em 2% de meio de soro rico

Primeiro dia de cultura em 0,1% de
meio de soro enfatizado

Depois de 6 dias de cultura em 2,0% de meio de
SOro rico

Depois de 6 dias de cultura em
0.1% de meio de soro enfatizado

Cultura tratada com Composto G em 0,1% de
meio de soro enfatizado durante 6 dias

Cultura tratada por veiculo em 0,1% de meio de

soro enfatizado durante 6 dias

FIG. 13
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Fibrose induzida por tioacetamida em Ratos

TAA 180mgkg Ixfwk (11 semanas)

B A

R R T DR

4 semanas Rx Todos determinados intra-peritonealmente

MERNRERENY  Composto & {80 mgikyy 1Xi semanas)

RN composto £ {180 mgikg 1Xisemanas)

FIG. 14
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do figado de quantificagdo de colageno
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FIG. 16
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