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DESCRIGAO

METODOS E PRODUTOS RELACIONADOS A HEPARINA DE BAIXO PESO
MOLECULAR

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A coagulacdo ¢é uma via fisioldgica envolvida em manter a
hemostase sanguinea normal nos mamiferos. Em condigdes em que
ocorre uma lesdao vascular, a via da coagulacdo é estimulada para
formar um codgulo sanguineo para evitar a perda de sangue.
Imediatamente apds a ocorréncia da lesdao vascular, as plaquetas do
sangue comecgam a agregar—-se no local da lesdao formando um tampédo
fisico para parar a perda. Além disso, o vaso lesionado sofre
vasoconstricdo para reduzir o fluxo do sangue para a d&area e a
fibrina comegca a agregar-se formando uma rede insoluvel ou coagulo
que cobre a &rea rompida. Quando um desequilibrio na via da
coagulacdo muda para uma coagulacdo excessiva, o resultado é o
desenvolvimento de tendéncias trombdticas, que sdo manifestadas,
muitas vezes como ataques cardiacos, derrames, trombose de veia
profunda e enfartes do miocdrdio. As terapéuticas actuais para
tratar disturbios associados com desequilibrios na via da

coagulacédo envolvem muitos riscos e tém de ser cuidadosamente

controladas.
A heparina, um glicosaminoglicano semelhante a heparina
altamente sulfatado (HLGAG) produzido pelos mastdcitos é um

anticoagulante clinico amplamente utilizado e € um dos primeiros
fdrmacos Dbiopoliméricos e um dos poucos farmacos de hidrato de
carbono. A heparina, primariamente, suscita os seus efeitos através

de dois mecanismos, ambos o0s quais envolvem a ligacédo da



antitrombina IIT (AT-IIT) a uma sequéncia de ©pentassacarido
especifica Hyacss,6sGHys,ss,65I2sHys,6s contida no polimero. Em primeiro
lugar, a ligacgdo da AT-III ao pentassacdrido induz uma mudanca
conformacional na proteina que media a sua inibicdo de factor Xa.
Em segundo lugar, a trombina (factor IIa) também se liga a heparina
num sitio préximo ao sitio de ligacdo do pentassacdrido a AT-III. A
formacdo de um complexo ternario entre AT-III, trombina e heparina
resulta na desactivacdo da trombina. Ao contrdrio da sua actividade
anti-Xa que requer apenas o sitio de ligagao da AT-III ao
pentassacdrido, a actividade anti-IIa da heparina é dependente do
tamanho, requerendo pelo menos 18 unidades de sacdridos para a
formacdo eficaz de um complexo terndrio AT-III, trombina e

heparina.

Para além das propriedades anticoagulantes da heparina, a sua
complexidade e ampla distribuicdo em mamiferos levaram a sugestdo
de que pode também estar envolvida numa ampla variedade de
actividades bioldgicas adicionais. Os glicosaminoglicanos
semelhantes & heparina (HLGAGs), presentes tanto na superficie da
célula como na matriz extracelular, sdo um grupo de polissacaridos
complexos que sdo varidvels em comprimento, consistindo numa
unidade de repeticdo de dissacarido composta de glucosamina e um
dcido urdnico (dcido idurdnico ou Aacido glucurdnico). O alto grau
de complexidade para HLGAGs procede nao apenas da sua
polidispersividade e a possibilidade de dois componentes de 4acido
urénico, mas também da modificacdo diferencial em quatro posicgdes
da unidade dissacdrida. Trés posicdes, a saber, C2 do dcido urdnico
e as posicdes C3 e C6b da glucosamina podem ser O-sulfatadas. Além
disso, a C2 da glucosamida pode ser N-acetilada ou N-sulfatada.
Juntas, estas modificacgdes poderiam, teoricamente, levar a 32
possiveis unidades dissacdridas, tornando os HLGAGs potencialmente
mais densos com informacdes do que o ADN (4 bases) ou as proteinas

(20 aminodcidos) . Esta enormidade de possiveis variacdes
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estruturais permite gue os HLGAGs estejam envolvidos num grande
numero de processos bioldgicos diversos, incluindo a angiogénese
(Sasisekharan, R., Moses, M. A., Nugent, M. A., Cooney, C. L. &
Langer, R. (1994) Proc Natl Acad Sci EUA 91, 1524-8.), a
embriogénese (Binari, R. C., Staveley, B. E., Johnson, W. A.,
Godavarti, R., Sasisekharan, R. & Manoukian, A. S. (1997)
Development 124, 2623-32; Tsuda, M., Kamimura, K., Nakato, H.,
Archer, M., Staatz, W., Fox, B., Humphrey, M., Olson, S., Futch,
T., Kaluza, V., Siegfried, E., Stam, L. & Selleck, S. B. (1999)
Nature 400, 276-80.; e Lin, ¥X., Buff, E. M., Perrimon, N. &

Michelson, A. M. (1999) Development 126, 3715-23.) e a formacdo de

B—fibrilas na doenca de Alzheimer (McLaurin, J., Franklin, T.,
Zhang, X., Deng, J. & Fraser, P. E. (1999) Eur J Biochem 266, 1101-
10. E Lindahl, B., Westling, C., Gimenez-Gallego, G., Lindahl, U. &
Salmivirta, M. (1999) J Biol Chem 274, 30631-5).

Embora a heparina seja altamente eficaz numa variedade de
situagdes clinicas e tenha o potencial de ser utilizada em muitas
outras, 0os efeitos secunddrios associados a terapéutica com
heparina sdo muitos e variados. Os efeitos secunddrios tais como a
trombocitopenia induzida por Theparina (HIT) sdo primariamente
associados com a cadeia longa de heparina ndo fraccionada (UFH) que
proporciona dominios de ligacéo para vadrias proteinas. Isto levou a
explosdo na geragdo e utilizagdo da heparina de baixo peso
molecular (LMWH) como uma eficaz alternativa a UFH. Embora se tenha
focalizado a atencdo em LMWH como substitutas da heparina devido a
sua acgdo farmacoldgica mais previsivel, efeitos secunddrios
reduzidos, actividade antitrombdtica sustentada e melhor
biodisponibilidade, hd, no momento, uma capacidade limitada em
padronizar o processo de fabrico da LMWH. Pelo facto das LMWH serem
derivadas de heparinas e, em consequéncia, serem polidispersas e
micro—-heterogéneas, com estrutura indefinida, as mesmas possuem

variabilidade inerente, que actualmente impedem um processo eficaz
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para o seu fabrico. Seria de importédncia tanto do ponto de vista
médico como cientifico ter um método consistente, com controlo de
qualidade, rapido, independente de concentracdo e altamente

reproduzivel para produzir heparina e outros glicosaminoglicanos.

Numa tentativa de caracterizar as variacgdes moleculares,
estruturais e de actividade da heparina, foram investigadas véarias
técnicas para a andlise das preparacdes de heparina. Técnicas de
electroforese em gel de poliacrilamida gradiente (PAGE) e HPLC em
colunas de troca idénica forte (SAX) foram utilizadas para a andlise
qualitativa e quantitativa de preparacdes de heparina. Embora o
método PAGE gradiente possa ser util para determinar o peso
molecular, o mesmo sofre da falta de resolucgao, particularmente a
falta de resolucdo de oligossacdridos diferentes com tamanho
idéntico. SAX-HPLC, que conta com a deteccdo por absorbéncia
ultravioleta, é muitas vezes insuficientemente sensivel para
detectar pequenas quantidades de oligossacaridos derivados de
heparina estruturalmente importantes. As tecnologias actuais para a
purificacdo e andlise de heparinas e outros glicoaminoglicanos sao
insuficientes. H& uma grande necessidade clinica e cientifica de

métodos melhorados de isolamento e andlise.

SUMARIO DA INVENCAO

A invencao refere-se em alguns aspectos a métodos para
caracterizar preparagdes de polissacaridos. Como resultado das
complexas estruturas de sacaridos, tem sido dificil, sendo
impossivel, caracterizar a pureza e/ou a actividade das preparacdes
de polissacaridos. Ao contrdario das amostras de dcido nucléico e
proteina as preparacdes de polissacdridos sao geralmente
caracterizadas com base na sua capacidade de produzir um certo

nivel de actividade numa amostra bioldgica. Estes ensaios ndo obtém
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o nivel de precisdo que pode ser obtido por caracterizacéo
estrutural directa. De acordo com alguns aspectos da invencdo é
proporcionado um método para analisar e caracterizar uma amostra de
polissacdrido. O método envolve aplicar uma restricgdo experimental
a um polissacarido numa amostra para produzir um polissacarido
modificado tendo um componente assinatura, gque detecta a presencga
do componente assinatura na amostra como uma indicagdo de que o
polissacarido estd presente na amostra e determina a presenca ou
auséncia do componente assinatura para analisar a amostra. Em
algumas formas de realizagdao o componente assinatura tem uma
actividade bioldgica conhecida e em outras formas de realizacdo o

componente assinatura é biologicamente inactivo.

A restricdo experimental aplicada a amostra € qualquer tipo
de manipulacdo que resulta na identificacao da presenca ou auséncia
do componente assinatura. A restricdo experimental pode ser, por
exemplo, qualquer um dos seguintes tipos de restrigdes
experimentais, sds ou combinacéo: electroforese capilar,
cromatografia liquida de alta pressédo, cromatografia por permeacao
em gel, ressondncia magnética nuclear, modificacdo com uma enzima
tal como digestdo com uma exoenzima ou uma endoenzima, digestéo

quimica ou modificacdo gquimica.

O componente assinatura pode ser utilizado para proporcionar
informacdes a cerca da amostra. Algumas destas utilizacdes dependem
se o componente assinatura é um componente bioldgico activo ou
inactivo. Por exemplo, em alguns casos quando o componente
assinatura é um componente bioldgico activo e a amostra é um lote
de polissacdrido, o componente assinatura pode ser utilizado para
monitorizar a ©pureza do lote determinando a quantidade de
componente assinatura no lote. Em outras formas de realizagdo o
método de andlise ¢é um método para monitorizar a presenca de

componentes activos na amostra, em que a presencga do componente
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assinatura na amostra ¢é indicativa de um componente activo na
amostra. Em outras formas de realizacdo o método de andlise é um
método para determinar a quantidade de componentes activos na
amostra determinando a gquantidade de componente assinatura na
amostra. O método também pode ser realizado em pelo menos duas
amostras de tal modo que sdo determinadas as quantidades relativas
de componente assinatura em cada uma das pelo menos duas amostras,
e o nivel relativo mais alto do componente assinatura é indicativo

da amostra mais activa.

Em alguns casos quando o) componente assinatura é um
componente bioldgico inactivo, o método de andlise pode ser um
método para monitorizar a presenca de componentes activos na
amostra, em que a presenca do componente assinatura na amostra é

indicativo de uma amostra sem um componente activo.

Os métodos sao também uUteis em algumas formas de realizacdo
para a identificagdo de moléculas Dbiologicamente activas. Por
exemplo, o componente assinatura pode ser utilizado para rastrear

uma biblioteca.

Deste modo, em algumas formas de realizacdo o componente
assinatura é uma porcdo biologicamente activa de um polissacdrido.
As porcdes biologicamente activas de polissacdaridos incluem, mas
ndo se limitam a um tetrassacdrido no dominio de ligagédo AT-III da
heparina, um tetrassacarido do dominio de 1ligacdo ao FGF da
heparina, AUHwyac, ssGHus, 35, 657 AUHys, ssGHus, 35,657 AUHyac, 6sGHys, 357 e

AUHys, 6sGHysg, 3¢ -

Em algumas formas de realizacdo o polissacaridos € um
glicosaminoglicano, tal como uma heparina de baixo peso molecular

(LMWH) ; heparina, uma heparina biotecnologicamente preparada, uma



heparina quimicamente modificada, uma heparina sintética e um

heparan sulfato.

Numa outra forma de realizacdo o polissacdrido na amostra é
comparado a uma base de dados de referéncia de polissacdridos de
tamanho idéntico ao polissacdarido, em que o0s polissacdridos da base
de dados de referéncia também foram submetidos as mesmas restrigdes
experimentais que o polissacdrido na amostra, em que a comparacido

proporciona uma andlise composicional do polissacarido da amostra.

Em algumas formas de realizacdo preferidas a amostra é um
produto farmacéutico. Em outras formas de realizagdo a amostra é

uma amostra bioldgica, tal como uma amostra de sangue.

Um método para avaliar a qualidade de wuma amostra de
polissacdrido ¢é proporcionado de acordo com outros aspectos da
invengdo. O método envolve identificar um componente na amostra de
polissacdrido, determinar um valor quantitativo da gquantidade de
componente, em que o valor quantitativo do componente é indicativo
da gqualidade da amostra de polissacdrido. Numa forma de realizacéao
o método envolve identificar pelo menos dois componentes na amostra
de polissacdrido e determinar um valor quantitativo da quantidade
de cada um dos pelo menos dois componentes para avaliar a qualidade

da amostra de polissacarido.

O wvalor guantitativo pode ser calculado por meio de uma
variedade de métodos diferentes, dependendo de como a amostra é
processada para identificar o componente. Por exemplo, o valor
quantitativo pode ser calculado como a drea sob a curva quando a
amostra é processada por electroforese capilar, como o factor de
resposta ou como a percentagem da quantidade relativa de cada

fracgdo presente na amostra.



Numa forma de realizacdo o passo de calcular a percentagem da
quantidade relativa de cada fracgdo ©presente na amostra é

determinado de acordo com a equacado adiante:

PRA = RF x AUCsp

em que

PRA = percentagem da quantidade relativa de cada fracg¢do
RF = factor de resposta

AUCsgr = percentagem relativa AUC[ (100 x AUC:)/AUCr) ]

AUC. = Area sob a curva para um componente

AUCr = a soma da Area sob a curva para todos os componentes.

Numa outra forma de realizacdo de um método implementado por
computador para gerar uma estrutura de dados, tangivelmente
incorporado num meio legivel por computador, representando um valor
quantitativo de um componente de um polissacarido, o método

compreendendo um acto de realizar o cadlculo acima mencionado.

Numa forma de realizacdo o componente é o componente
assinatura AUHyac, 6sGHus, 35, 65+ AUHys, 6sGHuys, 35, 65 AUHyac, 6sGHys, 35 ou

AUHNS,6SGHNS,BS .

Em algumas formas de realizacdo o método de degradacao
quimica ¢é seleccionado do grupo que inclui despolimerizacéao
oxidativa com H,0, ou CU' e Hy0,, clivagem desaminativa com nitrito
de isocamil ou &cido nitroso, clivagem P-eliminativa com éster

benzilico de heparina por tratamento alcalino ou por heparinase.



Em outras formas de realizacdo o glicosaminoglicano ¢é
seleccionado do grupo que consiste em heparina, andlogos de
heparina, LMWH, heparina Dbiotecnoldgica, heparina quimicamente

modificada ou heparina sintética.

Os métodos da presente invencdo podem ser utilizados para
analisar ou avaliar uma amostra em que a amostra é uma preparacgao

de LMWH.

Em alguns aspectos a preparacdo de LMWH pode ter pelo menos
15% de dissacdridos dissulfatados, menos de 75% de dissacdridos
trissulfatados, 3-5% de dissacdridos monossulfatados e pelo menos

2% de 4-7 tetrassacdarido.

Em algumas formas de realizacdo a preparacgdo de LMWH inclui
pelo menos 3, 5%, 4, 0% ou 5, 0% de AUHNAC,6SGHNS,3S,6SI AUHNS,6SGHNS,3S,6S;

AUHyac, 6sGHys, 357 ou AUHys, 6sGHysg, 35«

A preparagdao de LMWH pode incluir pelo menos 3,5%, 4,0% ou
5,0% de AUHyac, 6sGHys, 35, 65+ AUHyg, 6sGHus, 35, 657 AUHyac, 6sGHys, 357 ou

AUHNS,6SGHNS,BS .

Cada uma das limitacdes da invencdo pode abranger varias
formas de realizacdo da invencdo. E, portanto, previsto, que cada
uma das limitacdes da invencado que envolve qualgquer um elemento ou
combinagdes de elementos pode ser incluida em cada aspecto da

invencéo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é um espectro de massa MALDI do complexo protonado

de AT-10 com (RG)19R.



A Figura 2 representa o tratamento de AT-10 com Heparinase.
(A) Tratamento de AT-10com heparinase I incompleta. Nas condigdes
utilizadas neste estudo, a heparinase I <cliva uma ligacao
glicosidica contendo wuma Iys. (B) Espectro de massa MALDI de
fragmentos AT-10 a partir de digestdo exaustiva com heparinase I.
(C) Espectro de massa MALDI de AT-10 marcada tratada com heparinase
I apresenta cinco fragmentos: um com massa molecular de 576,7 Da
(atribuivel a D), dols tetrassacdridos com massa molecular de
1037,9 (*) e 1154,0 Da, e um hexassacdrido de massa marcada com uma

massa molecular de 1671,4 (massa de 1615,3 mais a massa do marcador
de 56,1). Uma vez que a eficiéncia de acoplamento foi de ~90%, é

também visto hexassacdrido ndo marcado (massa de 1615,1).

A Figura 3 representa a degradacdo exaustiva de AT-10 com
dcido nitroso. O acido nitroso cliva nos residuos Hys, deixando para
trds uma anidromanose (A = 97,1 Da). Ilustrado na insercdo estd o
espectro de massa do perfil de degradacao quando a amostra foi
tratada com iduronidase (em cima), glucosamina 6-0 sulfatase (no

meio) e glucuronidase (em baixo), nesta ordem.

A Figura 4 é um espectro de massa MALDI que apresenta

degradacédo parcial com acido nitroso de AT-10.

A Figura 5 ilustra as estruturas dos trés compostos de modelo
de oligossacaridos utilizados neste estudo. (A) O pentassacarido 1
(Penta 1) tem a sequéncia Hys,ssGHys,ss,6sI2sHus,6s,0me, contém um sitio de
ligagdo AT-III totalmente intacto e tem uma massa molecular
calculada de 1508,2. As duas ligacdes glicosidicas potencialmente
susceptiveis a clivagem por heparinase I, II ou III sdo marcadas
A.l e A.2. (B) O pentassacdrido (Penta 2), com a sequéncia
Hys,6sGHus, 6sT2sHys,65,0Me € uma massa molecular calculada de 1428,1, é
estruturalmente idéntico ao Penta 1, menos um 3-O-sulfato na

glucosamina interna, deste modo, ndo contém um sitio AT-III total.
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Como no Penta 1 as ligacdes potencialmente susceptiveis a clivagem
por heparinase sdo marcadas B.l1 e B.2. (C) Um hexassacarido
derivado de heparinase (Hexa 1), com a sequéncia
AUzgHys, s THyac, 65, GHns, 35, s, fol também utilizado neste estudo. O Hexa
1 (massa molecular calculada de 1614,3) contém apenas um sitio de
ligagdo de AT-III parcialmente intacto; similar a AT-10 falta a
unidade dissacdrida da extremidade redutora 1l;sHys,ss. Como com Penta

1 e Penta 2, os sitios de potencial clivagem sdo marcados C.1, C.2.

A Figura 6 sao espectros de massa MALDI de produtos de
digestao de (A) heparinase I, (B) heparinase II e (C) heparinase
ITTI de Penta 1. Tanto a heparinase I como II prendem Penta 1 na
ligacgéo GN&3&6gigﬁm&6s(sitio A.2) para dar um produto trissacdrido
pentassulfatado e um produto dissacdrido trissulfatado. O Penta 1

ndo é clivdvel por heparinase III.

A Figura 7 sdo espectros de massa MALDI de produtos de
digestdo de (A) heparinase I, (B) heparinase II e (C) heparinase

IIT de Penta 2 complexado com (RG)i9R.

A Figura 8 sado espectros de massa MALDI de produtos de
digestdo de (A) heparinase I, (B) heparinase II e (C) heparinase

ITTI de Hexa 1 complexado com (RG)oR.

A Figura 9 apresenta titulacdo de fluorescéncia de AT-III com
heparina de comprimento total (@) ou AT-10 (®) ao pH 6,0 I=0,025.
Os dados sao plotados como a proporcdo da fluorescéncia de AT-IIT
mediante a introducdo de sacdridos a fluorescéncia inicial de AT-
IIT (I/I.,) vs. concentracdo de sacarido adicionado. Os dados foram
ajustados por regressdo linear e o valor de Ky foi determinado.
Para heparina o valor medido de K4 foi de 10 nM, ao passo que para
AT-10 este wvalor foi de 800 nM. A insercdo ilustra a ligacdo da

heparina a AT-111 ao pH 7,4 I=0,15. O valor medido de Kp de 36 nM
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concorda favoravelmente com outras determinacdes da afinidade da

heparina por AT-III.

A Figura 10 ilustra a andlise Funcional do decassacdrido AT-
10 e comparacado a ligagdo do pentassacarido a AT-III. A actividade
anticoagulante in vitro do decassacdrido AT-10 (A) foi comprada
com O pentassacdarido sintético (I ou enoxaparina () , uma
heparina de baixo peso molecular gerada através da clivagem gquimica
da heparina. As actividades dos trés compostos foram avaliadas
medindo (A) a actividade anti-IIa, (B) a actividade anti-Xa, (C) a
actividade anti-Xa utilizando factor Xa purificado ou (D) por meio
de HepTest. Foram também medidos o tempo de tromboplastina parcial
activada (APTT) e o tempo de protrombina (PT) em gque nenhum dos
compostos apresentou actividade significativa, consistente com a

sua alta proporcao de actividade anti-Xa:anti-IIa.

As Figuras 11A e 11B apresentam grdficos de andlise
composicional de UFH derivada de mucosa intestinal porcina. A UFH

foli digerida com Heparinase I, II e III e submetida a Electroforese

Capilar (CE). O pico 1 (Figura 9A) foi entdo confirmado como o
dissacdrido trissulfatado AUjssHysss. Os picos 2, 3 e 4 sao
dissacdaridos dissulfatados e 5, 6 e 7 sdo dissacaridos

monossulfatados. O pico 8 é o tetrassacdrido AUHyac,ssGHys,ss,6s. Para
além destes, ha uma pequena quantidade de dissacaridos néo
sulfatados que migram muito mais lentamente do que os sacdaridos

sulfatados, conforme apresentado na Figura 9B.

A Figura 12 apresenta o residuo por CE da digestdo exaustiva
do pentassacdrido AT-10 AUzsHy,es AUzsHys,6s AUzsHus,6s IHuac,ss GHys,3s,65. O
tetrassacdarido do pico 8 na digestdo exaustiva da heparina tem a

mesma massa e o tempo de migracdo que AUHyac,ssGHys,ss,6s -
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A Figura 13 é um grdfico da actividade do anti-factor Xa para
diferentes fracgdes de UFH como uma funcdo do seu teor de
AUHyac, 6sGHys, 35,65 Um grdfico da actividade do anti-factor Xa como

uma funcdo da % de AUHyac,6sGHys,3s,6s dd uma linha recta com r = 0,91.

DESCRI CAO PORMENORIZADA

A invencdo envolve vdrias descobertas gque levaram a novos
avancos no campo da biologia dos polissacdridos. Um dos principais
problemas na caracterizacdo dos polissacdridos resulta da sua
diversidade estrutural. Esta diversidade estrutural é um dos
factores que dificultou o estudo dos relacionamentos sequéncia-—
funcdo para os polissacaridos. A sintese quimica de oligossacdridos
definidos foi wutilizada no estudo da contribuicdo relativa as
actividades bioldgicas, tais como a alta afinidade de ligacédo de
AT-III de modificacbes especificas na sequéncia de pentassacdridos
da heparina (Desai, U. R., Petitou, M., Bjork, I. & Olson, S. T.
(1998) J Biol Chem 273, 7478-87). ©No entanto, estes métodos
sintéticos sdo complexos e ndo foram amplamente aplicados ao estudo
de outras sequéncias bioldgicas. Uma abordagem alternativa
envolvendo o fraccionamento da afinidade do polissacdrido com
proteinas de interesse e subsequente caracterizacdo proporcionou
alguma informacgdo genérica relativa a padrdes de sulfatagdo de
polissacaridos que determinam a afinidade (Parthasarathy, N.,
Gotow, L. F., Bottoms, J. D., Kute, T. E., Wagner, W. D. & Mulloy,
B. (1998) J Biol Chem 273, 21111-4.; Sasaki, T., Larsson, H.,
Kreuger, J., Salmivirta, M., Claesson-Welsh, L., Lindahl, U.,
Hohenester, E. & Timpl, R (1999) Embo J 18, 6240-8.; e Kreuger, J.,
Prydz, K., Pettersson, R. F., Lindahl, U. & Salmivirta, M. (1999)
Glycobiology 92, 723-9).
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Num aspecto, a invencdo tem por base num novo método para
caracterizar amostras de ©polissacaridos: Constatou-se que as
sequéncias de polissacdridos podem ser rapida e precisamente
sequenciadas para identificar um  componente assinatura do
polissacarido. O componente assinatura pode ser wutilizado para
caracterizar a amostra de polissacdrido de maneiras que nédo eram
possiveis anteriormente. A andlise de polissacdridos de grau
farmacéutico ¢é governada pela United States Pharmacopia (USP) e
outras farmacopeias nacionais. De um modo geral, os tipos de
andlises exigidos para os polissacdridos sédo ensaios funcionais e,
em alguns casos, ensaios estruturais muito genéricos. Os ensaios
que estdo a ser utilizados actualmente para determinar a
actividade/pureza de uma preparacao de heparina disponivel
comercialmente sdo um ensaio de coagulacdo in vitro e um teste para
endotoxinas bacterianas. A quantidade de heparina ¢é determinada
como sendo a quantidade que farda com que 1 mL de plasma ovino fique
meio-coagulado quando mantido durante 1 hora a 20 °C comparado com
um padrédo de referéncia USP (definido como unidades/mL) ou o Quinto
Padrao Internacional para Heparina Ndo-Fraccionada (WHO-5)
(definido como Unidades Internacionais/mL). (Linhardt, R. J. &

Gunay, N. S. (1999) Semin Thromb Hemost 25, 5-16). Em comparacdao

com rigidas exigéncias reguladoras para outros fdarmacos (ndo-
polissacéaridos) estes padrdes de caracterizacédo estéo
desactualizados.

Os métodos da invencdo proporcionam uma maneira muito mais
precisa para caracterizar estas amostras. Os métodos envolvem a
manipulacdo de uma amostra contendo polissacdrido para identificar
a presenca ou a auséncia de um componente assinatura. Pode-se
determinar a quantidade do componente assinatura presente na
amostra. A quantidade do componente assinatura da uma

caracterizacdo precisa da amostra.
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Deste modo, em alguns aspectos, a invencdo é um método para
analisar wuma amostra por meio da aplicacdo de wuma restricgao
experimental a um polissacarido numa amostra, para produzir um
polissacarido modificado, tendo um componente assinatura, detectar
a presencga do componente assinatura na amostra como uma indicacdo
de que o polissacarido estd presente na amostra e determinar a
presenga ou a auséncia do componente assinatura para analisar a

amostra.

Um “polissacdarido” é um polimero composto de monossacdridos
ligados wuns aos outros. Em muitos polissacdridos o bloco de
construcdo bdsico do polissacarido e, de facto, uma unidade
dissacarida que pode ser repetitiva ou ndo-repetitiva. Deste modo,
quando uma unidade é wutilizada em relacdo a um polissacdrido
refere-se a um bloco de construcdo bdsico de um polissacarido e
pode incluir um bloco de construgdo monomérico (monossacdrido) ou

um bloco de construcdo dimérico (dissacarido).

Os métodos para caracterizar as amostras de polissacdridos

foram desenvolvidos com base em analise experimental de
glicosaminoglicanos semelhantes a heparina (HLGAGSs) mas as
propriedades aqui ensinadas podem estender-se a outros

polissacdridos. Os métodos da invencédo serédo discutidos em relacédo
a HLGAGs como um exemplo, mas os métodos ndo sao limitados a
HLGAGs. Deste modo, numa forma de realizacdo a amostra de
polissacdrido a ser analisada inclui HLGAGs ou glicosaminoglicanos.
Conforme aqui utilizado os termos “HLGAG” e *“glicosaminoglicanos”
sdo utilizados de forma intercambidvel para referirem-se a uma
familia de moléculas que tém estruturas e propriedades semelhantes
a heparina. Estas moléculas incluem, mas ndo se limitam a heparina
de baixo peso molecular (LMWH) , heparina, heparina
biotecnologicamente preparada, heparina gquimicamente modificada,

heparina sintética e heparan sulfato. 0 termo “heparina
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biotecnoldgica” abrange a heparina que é preparada a partir de
fontes naturais de polissacéaridos que foram guimicamente
modificados e é descrita em Razi et al., Bioche. J. 15 de Julho de
1995; 309 (Pt 2): 465-72. A heparina quimicamente modificada ¢é
descrita em Yates et al., Carbohydrate Res (1996) 20 de DNov.;
294:15-27, e é conhecida dos especialistas na técnica. A heparina
sintética é conhecida dos especialistas na técnica e é descrita em
Petitou, M. et al., Bioorg Med Chem Lett. (1999) 19 de Abril;
9(8):1161-6.

Conforme ilustrado nos Exemplos adiante a sequéncia de um
decassacarido fraccionado AT-III (AT-10), que pode ser utilizada
como um componente assinatura de  HLGAGs, foi identificada
utilizando um esquema de nomenclatura de propriedade
codificada/espectrometria de massa (PEN-MALDI), uma metodologia de
sequenciacdo descrita nos Pedidos de Patente U.S. Série Nos.
09/557.997 e 09/558.137 depositados em 24 de Abril de 2000, em co-
invencéo, e Venkataraman, G., Shriver, 2y Raman, R. &
Sasisekharan, R. (1999) Science 286, 537-42. Sequenciacdo Integral
de Glicano (IGS) (Turnbull, J. E., Hopwood, J. J. & Gallagher, J.
T. (1999) Proc Natl Acad Sci EUA 96, 2698-703.) e andlise de
ressonéncia magnética nuclear protdnica (RMN de 'H) do
decassacdrido sédo consistentes com o0s resultados de PEN-MALDI. A
flexibilidade desta estratégia de sequenciacdo é também demonstrada
pelo facto de podermos derivar informagcdes de sequéncia para
oligossacaridos contaminantes, se presentes. A sequenciacdo de um
sacdrido fraccionado AT-III quimicamente complexo (incluindo a rara
3-O-sulfatacdo de glucosamina) estabeleceu uma metodologia que pode
ser estendida para a andlise de outros oligossacdridos HLGAG de
interesse, por exemplos aqueles HLGAGs com propriedades de ligacao
ao factor de crescimento. Uma metodologia de sequenciacdo directa
para estes tipos de sequéncia permitir estudos da estrutura-funcdao

desta importante classe de moléculas.
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Os HLGAGs e outros polissacdridos todos tém componentes
assinatura. Um “componente assinatura” é um oligossacdrido que estad
presente e é caracteristico de um polissacdrido em particular. As
propriedades da assinatura seleccionada pode depender do tipo de
polissacdrido a ser estudado e o tipo de restrigdo experimental
aplicada ao polissacdrido. A assinatura é um elemento reproduzivel
de um polissacdrido em particular sendo manipulado com uma
restricdo experimental em particular. Por exemplo, algumas
assinaturas dos HLGAGs que foram identificadas e demonstram serem
Uteis séo AUHyac, 6sGHue, 3¢, 654 AUHys, 6sGHyszs, 627 AUHyac, 6sGHus, 327 ou
AUHyg,6sGHys,s3. Quando uma amostra contendo HLGAG € submetida a
electroforese capilar a seguir ao tratamento com heparinase esta

assinatura serd identificada e é pode ser quantificada.

O componente assinatura pode ser biologicamente activo ou
inactivo. Importantes informacdes podem ser derivadas do componente
assinatura seja ele um componente activo ou um componente inactivo.
Uma assinatura que tem actividade bioldgica é um oligossacarido que
¢ conhecido por produzir uma fungdo bioldgica especifica. Por
exemplo, oS tetrassacdaridos AUHyac, 6sGHys, 35, 65/ AUHys, 6sGHys, 35, 657
AUHyac, 6sGHys, 357 ou  AUHys,ssGHys,3s de HLGAGs sdo conhecidos como sendo
parte das sequéncias que ©possuem actividade anti-coagulante
resultando na inibicdo do factor Xa. Deste modo, a presenca deste
componente numa amostra é directamente indicativa da actividade

anti-coagulante do HLGAG.

As assinaturas que tém actividade bioldgica podem ser
utilizadas para uma variedade de fins. Por exemplo, estes tipos de
assinaturas sdo TUteis para monitorizar a variabilidade de uma
preparacdo de polissacdrido de lote para lote. A pureza de cada
lote pode ser determinada pela determinacdo da quantidade de
componente assinatura activo no lote. Estas assinaturas sdo também

uteis para monitorizar a presenca de componentes activos na
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amostra, quando a presengca do componente assinatura na amostra é
indicativa de um componente activo na amostra. Por exemplo, o
componente assinatura pode ser utilizado para seguir o componente
activo através de um procedimento de processamento. Ao utilizar
este método, pode-se testar os produtos depois de cada passo de
separacdo para determinar qual fracgdo contém o componente
biologicamente activo. A quantidade de componentes activos na
amostra também pode ser quantificada por meio da determinacdo da

quantidade de componente assinatura na amostra.

Os métodos também podem ser realizados em pelo menos duas
amostras para determinar qual amostra tem mais actividade ou,
entdo, ©para comparar a pureza das amostras. Neste caso, sao
determinadas as quantidades relativas de componente assinatura em
cada uma das pelo menos duas amostras. O nivel relativo mais
elevado de componente assinatura é indicativo da amostra mais

activa.

Além disso, a assinatura activa pode ser utilizada para
identificar moléculas biologicamente activas por meio do rastreio
de compostos ou bibliotecas de compostos. As bibliotecas incluem,
por exemplo bibliotecas de apresentacdao de fagos, Dbibliotecas
combinatdérias, bibliotecas de peptdides e unidades sintéticas néao-
peptidicas. A apresentacao de fagos pode ser particularmente eficaz
na identificacdo de péptidos que interagem com oS componentes
assinatura, incluindo anticorpos humanos. Em resumo, prepara-—-se uma
biblioteca de fagos (utilizando, por exemplo, o fago ml3, fd, ou
lambda) apresentando insercgdes de 4 a cerca de 80 residuos de
aminodcidos utilizando procedimentos convencionais. As insercgdes
podem representar, por exemplo, uma série completamente degenerada
ou corrompida. Pode-se, entdo, seleccionar insercdes portadoras de
fagos que se ligam ao componente assinatura. Este processo pode ser

repetido por vdrios ciclos de re-seleccdo de fagos que se ligam ao
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componente assinatura. Ciclos repetidos levam ao enriquecimento dos
fagos portadores de sequéncias em particular. Pode ser conduzida
andlise da sequéncia de ADN para identificar as sequéncias dos
polipéptidos expressos. Pode ser determinada a porcdo linear minima
da sequéncia que se liga ao componente assinatura. Pode-se repetir
0 procedimento wutilizando uma biblioteca corrompida contendo
inserc¢des que contém uma parte ou toda a porcdo linear minima mais
um ou mais residuos degenerados adicionais a montante ou a jusante
da mesma. Métodos de rastreio de duas leveduras hibridas também
podem ser utilizados para identificar os polipéptidos que se ligam
ao componente assinatura. Bibliotecas de péptidos e nao-péptidos
que tém por Dbase um componente assinatura conhecido podem
facilmente ser geradas por um especialista na técnica. Entidades
comerciais, tais como a ArQule (Woburn, MA) preparam bibliotecas

sob encomenda para a geracao de compostos miméticos.

Exemplos de porgdes biologicamente activas de um
polissacdrido incluem, mas ndo se limitam a um tetrassacdrido do
dominio de 1ligagdo a AT-III da heparina, um tetrassacdrido do
dominio de ligacao ao FGF da heparina, AUHyac, 6sGHys, 35, 65/

AUHye, ssGHys, 35, 65, AUHwyac, ssGHys, 35, ou AUHysg, 6sGHyg, 35 -

As assinaturas que sado biologicamente inactivas sédo
oligossacaridos que nédo estdo associados a uma funcdo bioldgica
especifica. Estes oligossacaridos podem ter alguma funcéo
bioldégica, mas nado a funcao especifica a ser analisada. Por
exemplo, o oligossacdrido, pode, de facto, causar a inibicdo do
crescimento de uma célula tumoral, mas nao ter qualquer efeito
sobre a cascata da coagulacdo. Se a amostra de polissacarido
estiver a ser avaliada com a finalidade de identificar a presencga
ou a quantidade de polissacaridos que sao uteis para fins de
coagulacdo, o oligossacdrido detectado é considerado como sendo uma

assinatura biologicamente inactiva. Se, por outro lado, a amostra
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de polissacdrido estiver a ser avaliada com a finalidade de
identificar a presenca ou a quantidade de polissacdridos que sé&o
uteis para evitar a proliferacdao de células tumorais, o
oligossacdrido detectado é considerado como sendo uma assinatura

biologicamente activa.

As assinaturas que sé&o biologicamente inactivas podem ser
utilizadas para algumas das mesmas finalidades que as assinaturas
biologicamente activas, bem como para outras finalidades.
Assinaturas biologicamente inactivas também podem ser utilizadas
para monitorizar a variabilidade de uma preparacdo de polissacdrido
de lote para lote. Uma vez que dois lotes estdo a ser comparados um
ao outro, pode-se wutilizar tanto a assinatura inactiva como a
activa. Os componentes assinatura inactivos também podem ser
utilizados para monitorizar a presenca de componentes activos na
amostra quando a presenca do componente assinatura na amostra for
indicativa de uma amostra que ndo tem uma actividade especifica ou
que tem baixos niveis desta actividade. Deste modo, se a presenga
de um componente assinatura inactivo for inversamente proporcional
a presenca de um componente activo, entdo a presenca do componente
inactivo pode proporcionar informagdes importantes a respeito da
actividade da amostra. Por exemplo, se o componente assinatura
inactivo for um produto de degradacdo de um componente activo de um
polissacarido, entdo a presenca do componente activo indica que uma
parte do componente activo foi decomposta e, deste modo, a amostra
é¢ menos activa do que o seria se o componente inactivo néao

estivesse presente.

Uma “restricdo experimental” conforme agqui utilizado é um
processo Dbiogquimico realizado numa amostra de polissacdrido que
resulta numa modificacdo da amostra para permitir que a assinatura
seja detectada. As restricdes experimentais incluem, mas ndo se

limitam a métodos de separacdo, por exemplo, espectrometria de
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massa, electroforese capilar, cromatografia liquida de alta pressao
(HPLC), cromatografia por permeacdo em gel, ressondncia magnética
nuclear; digestdao enzimdtica, por exemplo, com uma exoenzima, uma
endoenzima; digestdo quimica; modificacdo qguimica; esfoliacéo
quimica (isto &, remocdo de uma unidade monossacarida); e
modificacdo enzimatica, por exemplo, sulfatacdo numa posicdo em

particular com uma heparan sulfato sulfotransferase.

A assinatura pode ser identificada por gqualquer meio que seja
consistente com a restricdo experimental utilizada. O peso
molecular de um componente assinatura, por exemplo, pode ser
determinado por vdrios métodos incluindo espectrometria de massa. A
utilizacdao de espectrometria de massa para determinar o peso
molecular de polissacdridos é conhecida na técnica. A
Espectrometria de Massa tem sido wutilizada como um poderoso
instrumento para caracterizar polissacaridos por causa da sua
precisdo (1 Dalton) em registar as massas de fragmentos gerados
(por exemplo por clivagem enzimdtica) e também porque séao
necessarias apenas concentracdes de amostras de pM. Por exemplo, a
espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcdo de matriz assistida
por laser, foi descrita por identificar o peso molecular de
fragmentos de polissacdridos em publicacgdes tais como Rhomberg, A.
J. et al, PNAS, EUA, v. 95, p. 4176-4181 (1998); Rhomberg, A. J. et
al, PNAS, EUA, v. 95, p. 12232-12237 (1998); e Ernst, S. et. al.,
PNAS, EUA, V. 95, P- 4182-4187 (1998) . OQutros tipos de
espectrometria de massa conhecidos na técnica, tais como,
espectrometria de massa por electrospray-MS, espectrometria de
massa por bombardeamento com atomos rapidos (FAB-MS) e
espectrometria de massa por dissociacdo activada por coliséo (CAD)
também podem ser utilizados para identificar o peso dos fragmentos

de polissacdridos.
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Os dados da espectrometria de massa podem ser um instrumento
valioso para verificar informagdes a cerca do componente assinatura
do polissacarido sé ou depois do polissacarido ter sofrido
degradacdo com enzimas ou quimicos. Depois do peso molecular de um
polissacdrido ser identificado, o mesmo pode ser comparado aos
pesos moleculares de outros polissacdridos conhecidos (por exemplo,
utilizando os métodos dos Pedidos de Patente U.S. Série Nos.
09/557.997 e 09/558.137 depositados em 24 de Abril de 2000).
Conforme apresentado nestes pedidos de patente, uma técnica para
comparar pesos moleculares é gerar uma linha de massa e comparar o
peso molecular do polissacdrido desconhecido com a linha de massa
para determinar uma sub-populacdo de polissacdridos com O mesmo
posso molecular. Uma “linha de massa” ¢é uma base dados de
informacdo, de preferéncia na forma de um grafico ou diagrama que
armazena informacgdes para cada tipo possivel de polissacarido que
tenha wuma sequéncia especifica com base no peso molecular do
polissacarido. Pelo facto dos dados de espectrometria de massa
indicarem a massa de um fragmento até 1 Da de precisdo, um
comprimento pode ser atribuido especificamente a um fragmento
consultando uma massa na linha de massa. Além disso, pode-se
determinar pela linha de massa que, num fragmento de um comprimento
em particular superior a um dissacdrido, hd um minimo de 4,02 Da de
diferenca em massas indicando que dois grupos acetato (84,08 Da)
substituiram um grupo sulfato (80,06 Da). Deste modo, o numero de
sulfatos e acetatos de um fragmento de polissacdrido pode ser
determinado a partir da massa dos dados de espectrometria de massa

e este numero pode ser atribuido ao fragmento de polissacdrido.

Para além do peso molecular, podem ser determinadas outras
propriedades de um componente assinatura. As proporcgdes
composicionais de substituintes ou unidades quimicas (gquantidade e
tipo de substituintes ou unidades guimicas totais) podem ser

determinadas utilizando metodologia conhecida na técnica, tal como
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electroforese capilar. Um polissacdrido pode ser submetido a uma
primeira restricdo experimental, tal como degradagdo enzimdtica ou
quimica para separar o polissacdrido em fragmentos mais pequenos.
Estes fragmentos, entdo, podem ser submetidos a uma segunda
restricdo experimental, 1isto €&, o0s mesmos podem ser separados
utilizando electroforese capilar para determinar a quantidade e
tipo de substituintes ou unidades quimicas presentes no
polissacarido. Alternativamente, o polissacdrido pode ser submetido
a uma unica restricdo experimental, tal como electroforese capilar,

sem degradacdo enzimdtica prévia.

No método de electroforese capilar em gel, as amostras de
reaccdo podem ser analisadas em capilares de pequeno diémetro,
cheios com gel. O pequeno diédmetro dos capilares (50 pm) permite a
eficaz dissipacdo do calor gerado durante a electroforese. Deste
modo, resisténcias de campo alto podem ser utilizadas sem excessivo
aquecimento Joule (400 V/m), reduzindo o tempo de separacdo para
cerca de 20 minutos por ciclo de reaccgdo, deste modo aumentando a
resolucdo em relacdo a electroforese em gel convencional. Além
disso, muitos capilares podem  ser analisados em paralelo,

permitindo a ampliacdo da informacdo gerada pelo polissacarido.

Outros métodos para avaliar o componente assinatura também
podem ser utilizados. Por exemplo, outros métodos incluem métodos
que recorrem a pardmetros tais como a viscosidade (Jandik, K. A.,
Gu, K. e Linhardt, R. J.; (1994), Glicobiology, 4:284-296) ou a
absorbéncia UV total (Ernst, S. et al., (1996), Biochem. J.,
315:589-597) .

Fragmentos de HLGAG podem ser degradados utilizando enzimas
tais como enzimas heparina liase (heparinases) ou 4dcido nitroso e
também podem ser modificados utilizando enzimas diferentes que

transferem grupos sulfato para as posicdes mencionadas
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anteriormente ou removem o0s grupos sulfato destas posicgdes. As
enzimas modificadoras sdo exoliticas e de ndo-deslizamento o gue
significa que apenas actuam uma vez na extremidade ndo redutora e
soltardo a cadeia de heparina sem modificacdo sequencial do resto
da cadeia. Para cada uma das posicdes modificaveis na unidade
dissacdrida existe uma enzima modificadora. Uma enzima que
acrescenta um grupo sulfato ¢é chamada uma sulfotransfrase e uma
enzima que remove um grupo sulfato é chamada uma sulfatase. As
enzimas modificadoras incluem 2-0 sulfatase/sulfotransferase, 3-0
sulfatase/sulfotransferase, 6-0 sulfatase/sulfotransferase e N-
deacetilase-N-sulfotransferase. A funcao destas enzimas é evidente
pelos seus nomes, por exemplo, uma 2-0 sulfotransferase transfere
um grupo sulfato para a posicdo 2-0 de um &cido idurdnico (dcido
glucurdnico 2-0 sulfatado €& uma ocorréncia rara nas cadeias HLGAG)
e uma 2-0 sulfatase remove o grupo sulfato da posicdo 2-0 de um

dcido idurdnico.

As enzimas degradativas de HLGAG incluem mas ndo se limitam a
heparinase-I, heparinase-II, heparinase-III, D-glucuronidase e L-
iduronidase, versodes modificadas de heparinases, fragmentos
variantes e funcionalmente activos das mesmas. As trés heparinases
de Flavobacterium heparinum sdo instrumentos enzimdticos que foram
utilizados para a geracdo de LMWH (5.000-8.000 Da) e heparina de
peso molecular ultra-baixo (U3.000 Da). A heparinase I <cliva
regides altamente sulfatadas de HLGAGs em A4cidos wurdnicos 2-0
sulfatados, ao passo que a heparinase II tem uma especificidade de
substrato mais ampla e cliva ligacgdes glicosidicas contendo &cido
urénico 2-0 sulfatado e ndo-sulfatado (Ernst, S., Langer, R.,
Cooney, C. L. & Sasisekharan, R. (1995) Crit Rev Biochem Mol Biol
30, 387-444). A heparinase III, em contraste com a heparinase I,
cliva primariamente as regides sub-sulfatadas dos HLGAGs, a saber,
ligagdes glicosidicas contendo um &acido wurdénico nédo-sulfatado

(Ernst, S., Langer, R., Cooney, C. L. & Sasisekharan, R. (1995)
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Crit Rev Biochem Mol Biol 30, 387-444). Muitas investigacdes sobre
a especificidade do substrato das heparinases aumentaram a sua
utilidade como instrumentos para desenvolver relacionamentos de
estrutura-funcdo para os HLGAGs. VAarias patentes e pedidos de
patentes descrevem modificacgdes e variantes uUteis e fragmentos de
heparinase, incluindo a Patente U.S. 6.217.863 Bl e os pedidos
pendentes 09/384,959 e 09/802,285. Outras modificacgdes e variantes
sdo também Uteis. Uma compreensdo mais pormenorizada é necessdria
para maximizar a sua utilidade como geradoras de LMWH
farmacoldgica. As descobertas da invencdo proporcionam um pouco

mais destes pormenores (conforme descrito adiante).

A glucuronidase e a iduronidase, como seus nomes sugerem,
clivam na ligacédo glicosidica depois de um &cido glucurdnico e
dcido idurdnico, respectivamente. O &cido nitroso prende-se
aleatoriamente nas ligagdes glicosidicas depois de uma hexosamina
N-sulfatada e converte o anel hexosamina de seis membros num anel

anidromanitol de 5 membros.

Os métodos para analisar polissacdridos pela identificacédo da
presencga de um componente assinatura podem ser utilizados para
proporcionar uma avaliacdo qualitativa do polissacdarido (por
exemplo, se o componente assinatura estd presente ou ausente) ou
uma avaliacdo gquantitativa (por exemplo, a quantidade de componente
assinatura presente para indicar a qualidade da amostra tal como
actividade, pureza ou simplesmente para comparar amostras
diferentes). Em alguns aspectos, o método é realizado pela
identificacdo de um componente na amostra de polissacdrido e pela
determinacdo de um valor quantitativo da quantidade de componente.
Em algumas formas de realizacdo o método envolve identificar e

quantificar pelo menos dois componentes.
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O wvalor quantitativo pode ser calculado por qualquer meio,
tal como, pela determinacdo da 4&drea sob a curva (AUC) guando a
amostra é processada por electroforese capilar, o factor de
resposta (RF) ou a percentagem da gquantidade relativa de cada
fraccédo presente na amostra. O método para fazer estes tipos de
cdlculos estdo descritos adiante em pormenor na seccdo dos
Exemplos. Em resumo, a AUC pode ser calculada directamente a partir
de um espectro CE. O factor de resposta é aquela quantidade de
assinatura que dad a mesma resposta que um oligossacarido de
controlo. O RF pode ser calculado, por exemplo, em termos de
absorbdncia e comparado com a absorbdncia de uma amostra de
controlo. A percentagem da quantidade relativa de cada fraccéao
presente na amostra pode ser determinada de acordo com a seguinte

equacéao:

PRA = RF x AUCsg

em que

PRA = percentagem da quantidade relativa de cada fracg¢do
RF = factor de resposta

AUCsr = percentagem relativa AUC[ (100 x AUC.)/AUCr) ]

AUC- = Area sob a curva para um componente

AUCr = a soma da Area sob a curva para todos os componentes.

Os dados podem ser ©processados individualmente ou por
computador. Por exemplo, um método implementado por computador para
gerar uma estrutura de dados, tangivelmente incorporado num meio
legivel por computador, representando um valor gquantitativo de um
componente de um polissacdrido pode ser realizado de acordo com a
invencdo. A determinacdo quantitativa é feita realizando o cdlculo

acima.
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Um sistema de computador gque pode implementar o acima
mencionado como um programa de computador tipicamente pode incluir
uma unidade principal conectada a um dispositivo de saida que
apresenta a informagdo a um utilizador e um dispositivo de entrada
que recebe informacdo de um utilizador. De um modo geral, a unidade
principal inclui um processador conectado a um sistema de memdria
por meio de um mecanismo de interconexdo. O dispositivo de entrada
e o dispositivo de saida também podem estar conectados ao
processador e sistema de memdéria por meio do mecanismo de

interconexao.

Um ou mais dispositivos de saida podem estar conectados ao
sistema de computador. Exemplos de dispositivos de saida incluem um
monitor de tubo de raio catddicos (CTR), monitores de cristal
liquido (LCD), impressoras, dispositivos de comunicagao, como por
exemplo um modem e saida de 4dudio. Um ou mais dispositivos de
entrada também podem estar conectados ao sistema de computador.
Exemplos de dispositivos de entrada incluem um teclado, teclado
numérico, esfera de traccéao, rato, caneta e mesa grafica,
dispositivo de comunicacdo e dispositivos de entrada de dados tais
como sensores. O tema aqui revelado ndo estd limitado aos
dispositivos de entrada ou de saida em particular utilizados em

combinacdo com o sistema de computador ou aqueles aqui descritos.

O sistema de computador pode ser um sistema de computador com
fins genéricos que seja programdvel utilizando uma linguagem de
programacgcdo de computador, tal como C++, Java, ou outra linguagem,
tal como uma linguagem de script ou linguagem de montagem. O
sistema de computador também pode incluir hardware com finalidade
especial, especialmente programado tal como, por exemplo, um
Circuito Integrado de Aplicacédo Especifica (ASIC). Num sistema de
computador de finalidade genérica, tipicamente, o processador € um

processador comercialmente disponivel, em que sdo exemplos a série
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de processadores x86, Celeron e Pentium, disponiveis da Intel e
dispositivos semelhantes da AMD e Cyrix, o0s microprocessadores
série 680X0 disponiveis da Motorola, o microprocessador PowerPC da
IBM e o0s ©processadores série Alpha da Digital Eguipament
Corporation. Encontram-se disponiveis muitos outros processadores.
Tais microprocessadores executam um programa chamado sistema
operativo, dos quais sdo exemplos Windows NT, Linux, UNIX, DOS, VMS
e 0S8, gque controla a execugdo de outros programas de computador e
proporciona escalonamento, correcgao de erros, controlo de
entrada/saida, calculo, compilacdo, atribuicdo de armazenamento,
gestdo de dados e gestdo de memdéria e controlo de comunicacédo e
servicos relacionados. O processador e o sistema operativo definem
a plataforma de um computador para o qual podem ser escritos

programas de aplicacdo em linguagens de programacgdo de alto nivel.

Un sistema de memdria, tipicamente, inclui um meio de
gravacdo nédo-volatil que pode ser lido e escrito num computador,
exemplos dos quals sadao disco magnético, memdria flash e fita. O
disco pode ser removivel, tal como uma *“disquete” ou permanente,
conhecido como um disco rigido. Um disco tem varias pistas (tracks)
nas quais os sinais sdo armazenados, tipicamente na forma bindria,
isto é, uma forma interpretada como uma sequéncia que utiliza os
digitos um e zero. Estes sinais podem definir um programa de
aplicacédo a ser executado pelo microprocessador, ou informacao
armazenada no disco a ser processada pelo programa de aplicacéao.
Tipicamente, em funcionamento, o processador faz com que os dados
sejam lidos do meio de gravacdo ndo-volatil para um elemento de
meméria de circuito integrado gque ¢é, tipicamente uma memdéria de
acesso aleatdério, volatil, tal como uma memdria de acesso aleatdrio
dinémico (DRAM) ou memdria estdtica (SRAM). O elemento de memdria
de circuito integrado tipicamente permite um acesso mais rdpido a
informacdo pelo processador do que o disco. De um modo geral, o

processador manipula os dados na memdéria de circuito integrado e
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depois copia os dados no disco depois que o processamento estéd
completo. Sao conhecidos inumeros mecanismos para gerir os
movimentos dos dados entre o disco e o elemento de memdria de
circuito integrado e o assunto do texto agqui revelado nado ¢é
limitado a estes mecanismos. Além disso, o assunto do texto aqui

revelado ndo é limitado a um sistema de memdria em particular.

O assunto do texto aqui revelado ndo estd limitado a uma
plataforma de computador em particular, processador em particular
ou linguagem de programacdo de alto nivel em particular. Além
disso, © sistema de computador pode ser um sistema de computador
multiprocessador ou pode incluir computadores miltiplos conectados
numa rede de computadores. Deve ser entendido que cada médulo (por
exemplo, 110, 120) na FIG. 1 pode ser um médulo separado de um
programa de computador ou podem ser programas de computador
separados. Estes mdédulos podem ser operaveis em computadores
separados. Os dados (por exemplo, 104, 106, 110, 114 e 116) podem
ser armazenados num sistema de memdéria ou transmitidos entre
sistemas de computador. O assunto do texto aqui revelado nédo ¢é
limitado a qualquer implementacdo em particular utilizando software
ou hardware ou firmware ou qualquer combinacdo destes. Os varios
elementos do sistema, seja individualmente ou em combinacdo, podem
ser implementados como um produto de programa de computador
tangivelmente incorporado num dispositivo de armazenamento legivel
por mdgquina para execucdo por um processador de computador. Varios
passos do processo podem ser realizados por um processador de
computador gque executa um programa tangivelmente incorporado num
meio legivel por computador para realizar fungdes que funcionam com
base na entrada e geram a saida. As linguagens de programacdo de
computador adequadas para implementacao deste sistema incluem
linguagens de programacéao por procedimento, linguagens de

programagdo orientadas para objectos e combinagdes de ambas.
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Uma amostra contendo glicosaminoglicano é uma amostra na qual
pelo menos uma fracgcdo da mesma é composta de glicosaminoglicanos
ou HLGAGs. Conforme discutido acima os termos glicosaminoglicano ou
HLGAG incluem mas ndo se limitam a heparina, andlogos de heparina,
LMWH, heparina biotecnoldgica, heparina quimicamente modificada ou

heparina sintética.

O termo heparinase ¢ wutilizado de forma genérica para
abranger wvariantes funcionalmente activas e seus fragmentos para
além das heparinases nativas. Vadrias patentes e pedidos de patentes
descrevem modificacdes e variantes e fragmentos uteis de
heparinase, 1incluindo a Patente U.S. 6.217.863 Bl e os pedidos
pendentes 09/384.959 e 09/802.285. A heparinase III provoca a
despolimerizacdo da heparina. Dependendo da concentracado de
heparinase III utilizada, e do periodo durante o qual é utilizada
(digestdo parcial vs exaustiva), obtém-se heparina de peso
molecular e/ou carga especificos. Por exemplo, embora sem pretender
ser limitativo, uma digestdo parcial de heparina com 1 molar
equivalente de heparinase III resultaria numa fraccdo de peso molar
mais alto e/ou carga mais alta do gque uma reaccdo com um tempo de
digestdo mais prolongado. Além disso, o aumento da equivaléncia
molar da heparinase III resultard numa fraccdo com peso molecular
mais baixo e/ou carga mais baixa do que se uma equivaléncia molar
mais baixa de heparinase for wutilizada. Em algumas formas de
realizacdo, concentracdes de Heparinase III e periodo de digestao
podem ser utilizados em combinagcao com sal, temperatura e
composigcdo de solvente, conforme aqui descrito, para obter-se
heparina de peso molecular, carga e/ou actividade Dbioldgica

especificos.

Em uma forma de realizagdo a amostra a ser analisada ou
avaliada é degradada quimicamente utilizando um método seleccionado

do grupo que inclui mas ndo se limita a: despolimerizacdo oxidativa
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com H,0, ou CU' e Hy0,, clivagem desaminativa com nitrito de isocamil
ou 4&cido nitroso, clivagem p-eliminativa com éster benzilico de

heparina por tratamento alcalino ou por heparinase.

Uma composicdo de LMWH € uma mistura de moléculas de varios
pesos moleculares. Conforme descrito acima, a mistura homogénea
contém fragmentos que podem variar em peso molecular mas tém um
peso molecular médio inferior a 8.000 D. Uma composicdo de LMWH de
compostos com uma gama de pesos moleculares de 4.000-6.000 Daltons,
por exemplo, € uma mistura de vadrias LMWH em que o tamanho médio
varia de 4.000 a 6.000 Da. Em algumas formas de realizacao, a
percentagem de LMWH que € de 4.000 a 6.000 Da na amostra é 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, ou 100% dos componentes na

amostra.

As preparacgdes de LMWH sdo preparadas a partir de fontes de
HLGAG. Conforme aqui utilizado, uma *“fonte de HLGAG”, refere-se a
uma composicdo de glicosaminoglicano semelhante a heparina que pode
ser manipulada para produzir LMWH utilizando tecnologia
convencional, incluindo degradacdao enzimatica, etc. Conforme
descrito acima, HLGAGs incluem mas ndo se limitam a heparina
isolada, heparina quimicamente modificada, heparina preparada por
biotecnologia, heparina sintética, heparan sulfato e LMWH. Deste
modo os HLGAGs podem ser isolados de fontes naturais, preparados
por sintese directa, mutagénese, etc. Em algumas formas de
realizacdo os HLGAGs podem ser substancialmente puros. Conforme
aqui utilizado, o termo “substancialmente puro” significa que os
polissacaridos sédo essencialmente livres de outras substdncias até
um ponto prdtico e apropriado para a sua utilizacdo pretendida. Em
particular, os polissacaridos sdo suficientemente puros e sédo
suficientemente livres de outros constituintes bioldgicos dos
ambientes dos seus hospedeiros de modo a serem Uteis, por exemplo,

na producdo de preparacdes farmacéuticas.
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Conforme aqui utilizado, preparacdes de LMWH sdo sais de GAGs
sulfatados tendo um peso molecular (MW) médio inferior a 8000 Da e
para as quais pelo menos 60% de todas as moléculas tém um MW
inferior a 8000 Da. Por definicdo as preparacdes de LMWH séao
produzidas a partir de uma amostra de HLGAG. O termo LMWHS abrange
polissacaridos que sdo sintetizados directamente como LMWHs, tais
como SR20107A. O SR90107A é um polissacarido sintético que tem um
peso molecular de aproximadamente 1500 Da. Estes tipos de
compostos, que sao preparados directamente como compostos de baixo
peso molecular em vez de serem preparados de uma fonte de HLGAGs
nao sao considerados como incluidos na classe de LMWH. No entanto,
o termo LMWH inclui HLGAGs sintéticos que sdo processados para

produzir LMWHs.

Varios métodos diferentes foram utilizados para a preparacao
comercial de LMWHs. O fraccionamento de tamanho directo foi
utilizado para preparar LMWH (Fraxiparina) numa escala
experimental, mas o seu pouco rendimento, de uma maneira geral,
refutou a sua utilizacdo numa escala industrial. Com a finalidade
de producédo industrial, foram utilizados vdrios processos quimicos
ou enzimaticos. Os processos quimicos tiram proveito de uma ampla
gama de reaccdes, tais como despolimerizacdo parcial do acido
nitroso (Fragmin), clivagem oxidativa com H;0; (Normiflo e Fluxum),

+

clivagem oxidativa com Cu’’ e H;0,, ou por benzilacdo seguida por B-

eliminacdo e  hidrdlise alcalina (Enoxaparina) . Foram também
descritos métodos enzimdticos para gerar LMWH utilizando
despolimerizacgdo R-eliminativa parcial por heparinase I
(Logiparina) .

A capacidade de identificar a percentagem da regido de
ligagdo a AT nédo clivada, tal como o decassacdrido com a estrutura
AUZSHNS,6SIZSHNS,6SIZSHNS,6SIHNAC,6SGHNS,3S,6S, ou um dos tetrassacdridos

AUHyac, 6sGHys, 35,65, AUHys, 6sGHys, 3s5,65; AUHyac, 6sGHus,35; Ou  AUHyg, 6sGHys, 35 (OUu
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compostos relacionados) numa amostra permite que sejam formuladas
composigdes com quantidades especificas da regido de ligacdo a AT
ndo clivada, intacta. Esta capacidade de ©preparar LMWH com
percentagens conhecidas de regido intacta de ligagcdo a AT
proporciona um método para quantificar a actividade das composicdes
terapéuticas de LMWH. Deste modo, os métodos da invengdo permitem
que um especialista na técnica prepare ou identifique uma
composicdo apropriada de LMWH, dependendo do individuo e da doenca

a ser tratada.

Conforme aqui wutilizado, o termo “intacto” significa néo
clivado e completo. O termo “regides de ligacdo a AT” refere-se a
uma regido do HLGAG que especificamente interage com a AT-III. A
regido de 1ligagdo a AT, inclui o composto decassacdrido com a
estrutura: AUjzsHys,esIzsHys,6sL2sHys, 6sIHyac, 6sGHys, 35,65 € Os tetrassacdridos
AUHNZ—\C,6SGHNS,3S,6S,AUHN,6SGHNS,3S,6S; AUHNAC,6SGHNS,3S; S AUHNS,6SGHNS,35. Em
algumas formas de realizacgdo, a preparacgdo de LMWH & uma composicéao
em que pelo menos 20% da sequéncia de polissacdridos na composicéo
¢ a regido intacta de ligacdo a AT. Em outras formas de realizacao
pelo menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% ou 55% da sequéncia de
polissacaridos na composicdo é a regido intacta de ligacdo a AT.
Conforme discutido acima, a percentagem Ooptima de AT-10 intacta
numa composigcdo para tratamento ird variar dependendo do estado
clinico a ser tratado. Um nivel de actividade mais alto pode ser
desejavel para doentes em perigo de formacdo de codgulo sanguineo
do que em doentes em tratamento do cancro, em que a actividade

anticoagulante nédo é desejdvel.

Em outros aspectos a preparacdo de LMWH pode ter > 15% de
dissacaridos dissulfatados, < de 75% de dissacaridos
trissulfatados, 3-5% de dissacdridos monossulfatados, > de 2% de 4-

7 tetrassacaridos.
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A quantidade da regido de ligacdo a AT nas preparacdes de
LMWH pode ser manipulada por uma variedade de pardmetros
experimentais. Os métodos da invencdo possibilitam o controlo das
quantidades da regido de 1ligacdao a AT numa preparacdo LMWH
permitindo o controlo de qualidade das ©preparacdes de LMWH
utilizando o componente assinatura, proporcionando um procedimento
de isolamento melhorado que resulta no isolamento de uma preparacao
rica em LMWH e proporcionando novas regras para as especificidades
de clivagem das heparinases. As duas primeiras destas propriedades

sdo discutidas em pormenor acima.

O papel das heparinases na preparagdao de LMWHs com regides
intactas de ligacdo a AT foi descrito no estado da técnica
anterior. Especificamente, uma sequéncia publicada que continha um
sitio intacto de ligacdo & AT-III foi descrita como sendo
AUjzsHys, 6sTHyac, 6sGHus, 35, 65 T2sHus, 6s TosHus, 65 (Toida, T., Hileman, R. E.,
Smith, A. E., Vlahova, P. I. & Linhardt, R J. (1996) J Biol Chem
271, 32040-7). Além disso, foil demonstrado no estado da técnica
anterior que os tetrassacadridos contendo 3-0 sulfato ndo séo
clivaveis por nenhuma das heparinases (Yamada, S., Yoshida, K.,
Sugiura, M, Sugahara, K., Khoo, K. H., Morris, H. R. & Dell, A.
(1993) J Biol Chem 268, 4780-7.), sugerindo que as ligacgdes com uma
glucosamina 3-O-sulfatada sao resistentes a clivagem.
Surpreendentemente, constatou-se que estes ensinamentos do estado
da técnica anterior eram incorrectos. Nos Exemplos, demonstramos,
conclusivamente, através de uma variedade de técnicas fisico-
quimicas que a estrutura verdadeira da AT-10 é
AUysHys, 65 I2sHus, 6sI2sHns, 6s THyac, 6sGHys, 35,65 €, portanto, ndo contém um sitio
intacto de ligacdo a AT-III. Devido a reinterpretacdo da estrutura
da AT-10, tentamos reexaminar a accdao das heparinases I-III em
relacdo a ligacgdo a AT, oligossacaridos contendo 3-O-sulfato. Dado
que a AT-10 (ultra-LMWH, MW = 2769,3 Da) é derivada da clivagem

controlada de heparina por heparinase I, tentamos também examinar
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as consequéncias funcionais de um oligossacdrido, utilizando
técnicas biocanaliticas estabelecidas. Esta percepcdo da accdo da
heparinase e consequéncias funcionais é necessdria para a geracao

6ptima, eficiente de LMWH para utilizacdo clinica.

Deste modo, conforme apresentado nos Exemplos, constatou-se
que a heparinase I e II de facto clivam a regido de ligagdo a AT
dos HLGAGs resultando na perda da regido intacta de ligagédo a AT,
ao passo que a heparinase III nao cliva. Além disso, constatou-se
que a 3-O-sulfatacdo da glucosamida na extremidade redutora de uma
ligacédo glicosidica confere resisténcia a clivagem por heparinase
I, IT e III. O exame das consequéncias bioldgicas e farmacoldgicas
de um oligossacdrido heparina que contém apenas um sitio de ligacdo
a AT-IIT parcial demonstra que este oligossacarido tem
significativa actividade anti-Xa mas ndo tem alguns dos atributos

funcionais do glicosaminoglicano semelhante a heparina contendo um

sitio intacto de AT-III.

Estes métodos sdo também verdadeiros para uma classe mais
ampla de compostos. Os ensinamentos da invencdo podem ser
utilizados para desenvolver produtos terapéuticos de polissacdridos
especializados a partir de uma variedade de materiais de partida de
polissacaridos. Assim que um componente activo é identificado num
polissacdrido, aquele componente activo pode ser utilizado como uma
assinatura para o controlo de qualidade da amostra e pode ser
utilizado para gerar e identificar composicdes terapéuticas que sao
melhoradas para uma actividade terapéutica em particular e que

tiveram removidas as regides que sdo responsdaveis pelos efeitos

secunddrios.

As composicdes podem ser administradas terapeuticamente a um

individuo. Conforme aqui utilizado, um individuo é um ser humano,
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primata ndo-humano, vaca, cavalo, porco, ovelha, cabra, cédo, gato

ou roedor.

HLGAGs e LMWHS em particular tém muitas utilidades
terapéuticas. As composigcdes de LMWH da invencdo podem ser
utilizadas para o tratamento de qualguer tipo de doenca em que a
terapéutica com LMWH tenha sido identificada como uma terapéutica
util. Deste modo, a invencdo € Util numa variedade de métodos in
vitro, in vivo e ex vivo em que terapéuticas com LMWH sao uteis.
Por exemplo, sabe-se que as composicdes de LMWH sao uteis para
evitar a coagulacdo, inibir o crescimento de células de céncer e
metdstases, evitar a angiogénese, evitar a neovascularizacéo,
evitar a psoriase. As composicdes de LMWH também podem ser
utilizadas em ensaios in vivo, como por exemplo uma amostra de

controlo de qualidade.
Todas estas doencas sao bem conhecidas na técnica e estéo
descritas, por exemplo em Harrison's Principles of Internal

Medicine (McGraw Hill, Inc., Nova Iorque).

A descricédo de experiéncias realizadas a seguir é e

exemplificativa e ndo-limitativa do dmbito da invencéao
reivindicada.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Sequenciagdo de decassacdridos contendo 3-0

sulfato com um sitio parcial de ligagdo a antitrombina

Introducgdo:
A heparina e o0s glicosaminoglicanos de heparan sulfato
representam uma importante classe de moléculas gque interagem e

modulam a actividade de factores do crescimento enzimas e
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morfogénios. Das muitas funcdes bioldgicas desta classe de
moléculas, uma das suas fungdes mais importantes é a sua interaccéo
com a antitrombina III (AT-III). A ligagcdo da AT-III a uma
sequéncia especifica de pentassacaridos de heparina, contendo um
raro 3-0 sulfato numa glucosamina N-sulfatada, 6-0 sulfatada
aumenta em 1000 vezes a capacidade da AT-III de inibir proteases
especificas na cascata da coagulacéao. Deste modo, os
glicosaminoglicanos semelhantes a heparina (HLGAGs) desempenham um
importante papel bioldgico e farmacoldgico na modulacgdo da
coagulacao do sangue. Recentemente, foi desenvolvida uma
metodologia de sequenciacdo (Pedidos de Patente U.S. Série Nos.
09/557.997 e 09/558.137 depositados em 24 de Abril de 2000, em co-—
invencédo e Venkataraman, G., Shriver, Z., Raman, R. & Sasisekharan,
R. (1999) Science 286, 537-42.) para promover o0s relacionamentos
estrutura-funcado desta importante classe de moléculas. Esta
metodologia combina um esquema de nomenclatura de propriedade
codificada (PEN) para lidar com o grande teor de informacéao
(propriedades) dos HLGAGs, com espectrometria de massa por
ionizacdo/dessorcédo de matriz assistida por laser (MALDI-MS) e
degradacgdo enzimdtica e quimica como restricdes experimentais para
sequenciar rapidamente quantidades picomole de oligossacdridos
HLGAG. Utilizando a abordagem MALDI-MS acima, constatamos que a
sequéncia de decassacéaridos utilizada neste estudo é
AUzsHys, 6sI2sHns, 6sI2sHus, 6s THuac, 6sGHns, 35,65 (£¥DDD4-7) . Confirmamos nossos
resultados wutilizando Sequenciagdo Integral de Glicano e uma
ressondncia magnética nuclear protdnica dimensional. Além disso,
demonstramos que esta abordagem é flexivel e é capaz de derivar
informacgdes de sequéncias de uma mistura de oligossacdridos. Deste
modo, esta metodologia possibilita a andlise de outras sequéncias
raras em polissacdridos tais como heparina/heparan sulfato com
importantes actividades bioldgicas bem como proporciona a base para
a analise estrutural deste farmacologicamente importante grupo de

heparinas/heparan sulfatos.
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Métodos

Abreviaturas: HLGAG, glicosaminoglicanos semelhantes a
heparina; AT-1I1IT1, antitrombina I1I; AT-10, decassacarido
fraccionado de AT-IITI isolado da digestdo parcial de heparina; IGS,
Sequenciacdo Integral de Glicano; PEN, nomenclatura de propriedade
codificada; MALDI-MS, espectrometria de massa por
ionizagédo/dessorgéo de matriz assistida por laser; CE,
electroforese capilar; abreviaturas da sequéncia de HLGAG com a
seguir, I, 4&cido o-L-idurdnico; G, &cido p-D-glucurdnico; AU, um
dcido A% urdénico; 28, 38, e 68, 2-0, 3-0, ou 6-0 sulfatacao,
respectivamente; NS e NAc, N-sulfatacao e N-acetilacdo da

glucosamina.

Materiais. O decassacdrido AT-10 é o mesmo sacdrido utilizado
em estudos anteriores (Rhomberg, A. J., Shriver, Z., Biemann, K. &
Sasisekharan, R. (1998) Proc Natl Acad Sci EUA 95,12232-7 e Ernst,
S., Rhomberg, A. J., Biemann, K. & Sasisekharan, R. (1998) Proc
Natl Acad Sci EUA 95, 4182-7). Os oligossacdridos foram dissolvidos
em &gua desionizada com uma concentracdo de 10-35 puM. Heparinase I-
III de Flavobacterium heparinum foram purificadas conforme descrito
anteriormente. As exoenzimas o-L-iduronato 2-0 sulfatase, o-L-
iduronidase, B-D-glucuronidase e N-acetilglucosamina-6-sulfatase
foram adquiridas da Oxford Glicosciences. Uma solucdo agquosa 40% de
nitrito de sdédio foi obtida da Aldrich Chemical. Padrdes de
dissacaridos para andlise da composicdo foram adgquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO).

Andlise de Composigédo. A andlise da composicao dos
oligossacaridos foi completada por digestdo exaustiva de uma
amostra de 30 puM de AT-10 seguida por electroforese capilar (CE)
conforme descrito anteriormente (Rhomberg, A. J., Ernst, S.,

Sasisekharan, R. & Biemann, K. (1998) Proc Natl Acad Sci EUA 95,
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4176-81). Em resumo, a 1 nmol de oligossacdrido foram adicionados
200 nM de heparinases I, II, e III em acetato de sdéddio 25 mM, NaCl
100 mM, tampédo acetato de cadlcio 5 mM, pH 7,0. Deixou-se a reaccgdao
prosseguir a 30 °C de um dia para o outro e depois a mesma foi
analisada por CE em polaridade reversa com um tampdo continuo de

tris/fosfato 50 mM, sulfato de dextrano 10 uM, pH 2,5.

Digestdes. As digestdes da Heparinase I foram classificadas
como curtas ou exaustivas. Para a digestdo curta, heparinase I 50 nM
foi incubada com o substrato durante 10 minutos antes da andlise. As
digestdes exaustivas foram completadas com enzima 200 nM de um dia
para o outro. As reacgdes da enzima foram realizadas pela adicdo de 1
pL de um tampdo contendo ovalbumina 10 uM, sulfato de dextrano 1 pM,
acetato de cdlcio 5 mM e tampdo etilenodiamina 10 mM ao pH 7,0 a 4 pL
de solucdo aquosa de substrato; deixou-se a digestdo prosseguir a
temperatura ambiente conforme descrito anteriormente (Venkataraman,
G., Shriver, Z., Raman, R & Sasisekharan, R. (1999) Science 286, 537-
42 e Rhomberg, A. J., Ernst, S., Sasisekharan, R & Biemann, K. (1998)
Proc Natl Acad Sci EUA 95, 4176-81). A clivagem parcial com &acido
nitroso foi completada utilizando uma modificacdo de procedimentos
publicados (Turnbull, J. E., Hopwood, J. J. & Gallagher, J. T. (1999)
Proc Natl Acad Sci EUA 96, 2698-703). As digestdes da exoenzima foram
completadas simultaneamente ou sequencialmente. As concentracdes
finais da enzima foram na gama de 20-40 miliunidades/mL e a digestéo

foi realizada a 37 °C.

Espectrometria de Massa. As andlises espectrais de massa foram
realizadas num instrumento PerSeptive Biosystems Voyager Elite por
tempo de voo com reflectron no modo linear com extracgdo retardada.
As amostras das digestdes foram preparadas pela remocdo de 0,5 uL da
mistura de reaccdo e adigcdo desta quantidade a 4,5 uL da solugédo
matriz (12 mg/mL de Aacido caféico em acetonitrilo 30%) que continha

duas vezes um excesso molar do péptido Dbdsico (RG)19R  (massa
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calculada do ido (M+H)" = 4226,8). A adicdo do péptido bdsico para
especificamente quelar os oligossacaridos HLGAG e parémetros de
recolha de espectro de massa permitem a andlise directa da amostra
sem necessidade de repurificacdo da amostra (Rhomberg, A. J., Ernst,
S., Sasisekharan, R & Biemann, K. (1998) Proc Natl Acad Sci EUA 95,
4176-81). As amostras foram identificadas no alvo e espectros de
massa foram colhidos utilizando os paré@metros indicados anteriormente
(Rhomberg, A. J., Ernst, S., Sasisekharan, R. & Biemann, K. (1998)
Proc Natl Acad Sci EUA 95,4176-81). Observados em cada espectro de
massa estdo os ides (M+H)  do péptido bdsico e o ido (M+H) ™ de um
complexo 1:1 de péptido:sacarido e a massa do sacdrido é determinada
subtraindo o valor m/z medido do ido (M+H)' do péptido do complexo
1:1 (Juhasz, P. & Biemann, K. (1995) Carbohydr Res 270, 131-47).
Todos o0s espectros numa placa foram calibrados externamente
utilizando um padrdao de (RG)19R e seu complexo com um hexassacarido
derivado de 4acido nitroso da sequéncia I,sHys,esIzsHys,esIzsMangs (massa
calculada de 1655,4) com pardmetros instrumentais idénticos. Esta
metodologia exige sulfatacdo suficiente do sacdrido para assegurar
uma complexacdo eficaz. Deste modo, sacdridos pequenos sub-sulfatados
(isto é, mono e dissacadridos) nao sdo observados com esta metodologia

(Juhasz, P. & Biemann, K. (1995) Carbohydr Res 270, 131-47).

Sequenciagdo Integral de Glicano. A sequenciag¢do integral de
glicano (IGS) utilizando separacao electroforética foi realizada
conforme descrito (Tumbull, J. E., Hopwood, J. J. & Gallagher, J.
T. (1999) Proc Natl Acad Sci EUA 96, 2698-703). As condigdes de
clivagem parcial com dcido nitroso foram modificadas utilizando HC1
25 mM e nitrito de sédio 2,5 mM e pontos de tempo de espera de 5,

10, 20, 30, 120 e 240 minutos.

Espectroscopia de 'H por RMN. A espectroscopia de 'H por RMN
foi realizada wutilizando as condigdes descritas anteriormente

(Nadkarni, Vv. D., Toida, T., Van Gorp, C. L., Schubert, R. L.,
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Weiler, J. M., Hansen, K. P., Caldwell, E. E. & Linhardt, R J.
(1996) Carbohydr Res 290, 87-96). A AT-10 foi submetida a
cromatografia de troca idénica para remover impurezas
paramagnéticas. Uma coluna (1 cm x 10 cm) de AG 50W-X8 (Bio-Rad
Japédo, Toéquio) foi convertida a forma de sdédio por tratamento com 5
mL de NaOH 0,1 M e lavada com 4&gua durante 12 horas antes da
utilizacdo. A amostra para as experiéncias por RMN foi aplicada a
coluna, eluida com 20 mL de dgua e liofilizada. A amostra (1 mg)
foi entdo liofilizada trés wvezes de DO 99,8% (Merck, Alemanha) e
dissolvida em 0,5 mL de DO 100% (Aldrich Japédo, Tdéguio) para

'

espectroscopia por RMN num tubo de 5 mm. A espectroscopia 1D de
por RMN de AT-10 foi realizada num espectrdémetro JEOL GSX 500A
equipado com uma sonda ajustdvel com gradiente de campo de 5 mm a

298 K.

Resultados

Introducdo a Metodologia de Sequenciacdo

Recentemente foi desenvolvida uma técnica de espectrometria
de massa por ionizacdo/dessorcdo de matriz assistida por laser
(MALDI-MS) que permite a determinagdo da massa dos oligossacaridos
do complexo HLGAG (de di- a decassacaridos) a uma precisédo superior
a =1 Da (Juhasz, P. & Biemann, K. (1995) Carbohydr Res 270, 131-47
e Juhasz, P. & Biemann, K. (1994) Proc Natl Acad Sci EUA 91, 4333-
7). Devido a precisdo da medicdo da massa molecular resultante dos
HLGAGs individuais, é possivel uma atribuicdo tanto do comprimento
de um fragmento como do numero de tipo de substituintes,
especialmente se o oligossacdarido for um tetradecassacdrido ou
menor (Venkataraman, G., Shriver, Z., Raman, R & Sasisekharan, R.
(1999) Science 286, b537-42). Além disso, a técnica MALDI-MS pode
detectar fragmentos de oligossacdridos mediante a degradacéo

enzimdtica ou gquimica de wum oligossacdrido (Rhomberg, A. J.,
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Shriver, 4., Biemann, K. & Sasisekharan, R. (1998) Proc Natl Acad
Sci EUA 95, 12232-7; Ernst, S., Rhomberg, A. J., Biemann, K. &
Sasisekharan, R. (1998) Proc Natl Acad Sci EUA 95, 4182-7; e
Rhomberg, A. J., Ernst, S., Sasisekharan, R. & Biemann, K. (1998)
Proc Natl Acad Sci EUA 95, 4176-81). Finalmente, a sensibilidade da
técnica MALDI-MS é tal que até uma quantidade tédo pequena gquanto

100 femtomoles de material pode ser prontamente detectada.

Para além da técnica experimental MALDI-MS, foi desenvolvida
uma nomenclatura de propriedade codificada (PEN) para representar
as 32 unidades de dissacdaridos utilizando um sistema de codificacédo
hexadecimal (Venkataraman, G., Shriver, Z., Raman, R &
Sasisekharan, R (1999) Science 286, 537-42). O desenvolvimento da
PEN & necessdrio para lidar com o grande teor de informacdes
(propriedade) dos HLGAGs. Cada um dos numeros hexadecimais ¢é
derivado com base numa l1ldégica externa que se manifesta em termos da
distribuicdo de sulfatos numa unidade de blocos de construgdo em
particular e nao ¢é atribuida aleatoriamente simplesmente para
identificar cada unidade de dissacarido. Este sistema é importante
para os HLGAGs uma vez gque permite a rapida manipulacgdo de
sequéncias utilizando operacdes matemdaticas ou bindrias simples,
proporcionando, deste modo, um identificador no grande teor de
informacdes de polissacdridos complexos. Além disso, a diversidade
estrutural inerente em HLGAGs necessariamente procede das
diferencas de propriedades (localizacdo de sulfato carregado e
grupos acetato) tornando, deste modo, uma PEN um esquema de
atribuigdo natural para HLGAGs. Isto estda em contraste directo com
os cbébdigos alfabéticos utilizados para representar os nucledtidos

de ADN e aminodcidos e proteinas que servem COmo MmMEeros

identificadores e nao codificam quaisquer informacdes
(propriedades) e néo capturam a heterogeneidade destes
biopolimeros.
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O sistema de codificacéo hexadecimal compreende oS
alfanumeros 0-9 e A-F. Uma vez que a unidade dissacdrida tem 4
posicdes, a saber, 2-0, N-, 3-0 e 6-0 que podem ser modificadas, ¢é
simples atribuir cada uma das quatro posicdes digitais bindrias do
cédigo hexadecimal a uma destas posicgdes quimicas. Além disso, uma
vez que hd apenas duas modificacdes possiveis em cada posicdo (as
posicdes 2-0, 3-0 e 6-0 podem ser sulfatadas ou livres e a posicéo
N- pode ser sulfatada ou acetilada*), a utilizacdo de um sistema
bindrio captura estas modificacdes como simples estados ligados ou
desligados. Por exemplo, se, numa dada unidade dissacdrida, a
posicdo 2-0 é sulfatada, entdo é atribuido o valor bindrio de 1.
Inversamente, se a posicdo 2-0 num dado dissacdrido for néo-
sulfatada, entdo é atribuido o valor bindrio de O.

W

Para identificar um dissacdrido com um sinal alfanumérico, as
4 posigdes bindrias foram atribuidas da seguinte maneira: a posicéo
2-0 foil atribuida a posicdo bindria da extremidade esquerda seguida
pela posicédo 6-0, 3-0 e N- nesta ordem. Em cada caso, conforme
indicado acima, o cdédigo bindrio 1 foi utilizado para representar
posicdes sulfatadas e 0 foi wutilizado para representar posicdes
ndo-sulfatadas no caso de 2-0, 6-0 e 3-0 e acetilacdo no caso da

posicao N.

Para codificar para o estado isomérico do &cido urdnico (isto
é, dcido idurdénico wvs. glucurdnico), designamos as unidades
dissacaridas como +/-. Desta maneira é possivel atribuir os cddigos
hexagonais positivos para unidades contendo &acido idurdnico e os

cébdigos hexadecimais negativos

* H& algumas raras sequéncias HLGAG com a posigdo N ndo-substituida qgue podem ser
registadas no sistema PEN pela adigdo de bits extra. No entanto, nos nossos
estudos, as experiéncias iniciais incluindo a andlise de composicgdo (ver adiante)

nédo mostrou a presenca de dissacdridos contendo amina livre.
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para unidades contendo 4dcido glucurdénico. Deste modo, as unidades
dissacaridas com o mesmo cddigo hexadecimal mas com sinais opostos
possuem o mesmo padrdo de sulfatacdo, diferindo apenas no estado
isomérico do Aacido urdénico. A Tabela 1 indica a utilizacdo de PEN

para as unidades dissacaridas presentes neste estudo.

Tabela 1: Derivagdo de PEN para Unidades Dissacdridas Utilizadas

neste Estudo

/G 2% 6% 3¥ NX HEY A SSA
{ G 1 0 0 4 Hne o5 459, 4
0 o 1 0 5 ~Hye, s 497, 4
0 i 1 0 ) Too-Hys o5 577,5
1 G 1 0 -5 GHye oo 497, 4
1 G 1 7 GHye, 25 65 577, 4

O cdédigo hexadecimal derivado para as unidades dissacdridas
que ocorrem em AT-10 estdo apresentadas na Tabela 1. A coluna 1 é a
posicdo bindria que codifica para o estado isomérico do acido
urdénico. As colunas 2 até 5 codificam para as modificacdes nas
posicgdes 2-0, 6-0 , 3-0 e N da unidade dissacarida. A coluna 6
apresenta os c¢dédigos hexadecimais representados pelos digitos
bindrios nas colunas 2 até 5. A coluna 7 apresenta a unidade
dissacarida representada pelo cdédigo na coluna 6. A coluna 8
apresenta as massas tedricas calculadas da unidade dissacdarida
presente internamente numa sequéncia. Para modificacdes quimicas ou
enzimdticas a estes dissacaridos, é utilizada a seguinte
nomenclatura: &dcido urdénico com uma ligacéo A*® insaturada (AU) =
+; unidade dissacdrida da extremidade redutora com um marcador de
massa = ; unidade dissacdrida com um anel anidromanose de 5

1
membros = .

Deste modo, a estratégia para a atribuicdo da sequéncia dos
oligossacdridos HLGAG por PEN-MALDI essencialmente envolve 0s
seguintes passos. Primeiro, a MALDI-MS do oligossacarido intacto é

utilizada para atribuir o comprimento bem como o numero total de
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sulfatos e acetatos presentes no oligossacdrido. Utiliza-se, entdo,
a andlise de composicdo para determinar o numero e o tipo de blocos
de construgdo dos dissacdridos. Com esta informacdo é construida
uma lista mestra de todas as sequéncias possiveis gque contém estas
unidades dissacaridas. Desta maneira, nenhuma sequéncia é excluida
da andlise, ndo importa qudo rara uma dada sequéncia possa ser. As
massas dos fragmentos de oligossacadridos geradas da digestéo
enzimdtica ou degradacdo quimica sdo aplicadas como restricdes
experimentais e as sequéncias que nao satisfazem estas restricdes
sdo eliminadas. De uma forma repetitiva, partindo das restricdes
experimentais para a lista mestra de possiveis sequéncias, sempre
em diminuicdo, pode-se rapidamente chegar a wuma solucgdo de
sequéncia unica utilizando um minimo de material.
Significativamente, podem ser utilizadas wvias multiplas, utilizando
restricgdes experimentais separadas, para centralizar numa

sequéncia, assegurando a precisdo da atribuicéo.

Analise da AT-10

A AT-10 e todos os oligossacdridos derivados da mesma
mediante tratamento enzimdtico ou quimico sdo detectados com MALDI-
MS como complexos ndo-covalentes com o péptido bdsico (RG) R
(Rhomberg, A. J., Ernst, S., Sasisekharan, R. & Biemann, K. (1998)
Proc Natl Acad Sci EUA 95, 4176-81 e Juhasz, P. & Biemann, K.
(1995) Carbohydr Res 270, 131-47). Utilizando esta tecnologia, séao
observadas duas espécies, um ido (M+H)' de (RG).oR e um ido (M+H)"
para o complexo péptido:sacarido. A massa molecular de um
oligossacdrido é obtida subtraindo o valor (M+H)' do péptido do
valor (M+H)' do complexo 1:1 sacdrido:péptido. A Tabela 2 lista
todos os fragmentos observados neste estudo, seus valores de massa
calculados e experimentalmente derivados e a estrutura deduzida dos
fragmentos depois da atribuicdo da sequéncia de AT-10. A Figura 1

mostra que o componente principal de AT-10 tem um valor m/z de
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6999,3. Quando o wvalor m/z do péptido protonado ¢é subtraido,
constata-se que o wvalor experimental para a massa deste
oligossacarido é 2770,2 que pode ser atribuido unicamente a um
decassacdrido com 13 sulfatos e um grupo acetato. O espectro de
massa de AT-10 indica a presenca de outra espécie (daqui por diante
referida como o contaminante) de massa 2690,1 (depois da subtraccéao
da contribuicdo do péptido), correspondendo a um oligossacdrido com

12 sulfatos e 1 grupo acetato.

Tabela 2: valores m/z para os picos nos espectros de massa e suas

estruturas deduzidas

Estrutura Deduzida

Apresentado na coluna 1 estd o wvalor m/z do complexo 1:1
protonado do sacarido e o péptido Dbdsico (RG)i9sR. A coluna 2

apresenta a massa observada do sacdrido obtido pela subtraccédo do
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valor do péptido protonado observado no espectro do complexo 1:1
protonado. As estruturas quimicas deduzidas dos sacdridos para os
picos correspondentes nos espectros de massa estdo apresentados na
coluna 3. Na coluna 4 estdo apresentadas as massas tedricas
calculadas para as estruturas deduzidas. Deve ser assinalado que a
massa observada (coluna 2) estd sempre em = 1 Dalton da massa

calculada (coluna 4).

A andlise de composicdo utilizando CE indica a presencga de
quatro blocos de construcdo de dissacdridos, correspondendo a AUjps—
Hys,6s  (£D), AU-Hyac,6s (£4), AU-Hys,6s (£ 5) e AU-Hyg,3s,6s (£7), na
proporcgédo relativa de 2,90:1,00:1,05:0,15 respectivamente. Deste
modo, a andlise da composicdo desta amostra confirmou que ha duas
espécies, uma principal ([085%) e outra menos importante ([J15%). A
AT-10 tem de ser um decassacdrido feito dos blocos de construcédo
AUzs—Hys,6s (£D), AU-Hyac,6s (*4) e AU-Hys,es (£7) numa proporgdo de
3:1:1. Em conjunto, foram utilizados dados de CE e MALDI-MS para
construir uma lista mestra de sequéncias possiveis para AT-10.
Constatamos que 320 sequéncias podem ser responsaveis pelos dados
de CE e MS (Tabela 2). Estas 320 sequéncias constituem a 1lista
mestra da qual foram eliminadas sequéncias com base em restricgdes

experimentais até a convergéncia numa solucgdo unica.

Além disso, a andlise da composicdo confirmou gque ha um
contaminante presente gque era estruturalmente similar a AT-10,
excepto pela presenca de AU-Hyg,es (= 5). Pelos dados de CE, a
composicgdo do contaminante foi determinada como sendo AUzs—Hys,ss
(£D), AU-Hyac,6s (x4), AU-Hys,3s,65s (£7) e AU-Hys,es (£ 5) na proporgao

relativa de 2:1:1:1 a partir de subtraccgdo sucessiva.
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Tendo construido a lista mestra de ©possibilidades de
sequéncias, foi utilizada uma combinacdo de PEN-MALDI, IGS
(Turnbull, J. E., Hopwood, J. J. & Gallagher, J. T. (1999) Proc
Natl Acad Sci EUA 96, 2698-703) e andlise por RMN para sequenciar a

AT-10 e depois analisar a sequéncia do contaminante.

Sequenciacdo de AT-10 por MALDI-MS

A partir da 1lista de 320 sequéncias possiveis geradas a
partir dos dados de composicdo, utilizamos uma série de restricgdes
experimentais, incluindo a wutilizacdo de heparinase I e 4&cido

nitroso, respectivamente, para atribuir a sequéncia de AT-10.

A digestdo curta (incompleta) de AT-10 com heparinase I
resulta em cinco fragmentos de massa molecular 577,7, 1073,9,
1155,6, 1614,6 e 2192,2 (Figura 2a). O fragmento com massa de 577,7
corresponde a +D. O fragmento 1155,6 corresponde a um
tetrassacarido hexassulfatado que tem de ter wuma das seguintes
estruturas: +DD, +D-D, D7, +*D-7, £7D ou =z7-D. O fragmento com
1614,6 corresponde a um hexassacdrido monoacetilado heptassulfatado
e o fragmento com 2192,2 corresponde a um octassacdarido
monoacetilado decassulfatado. O ultimo pico, em 1073,9 foi
atribuido de forma inequivoca ao contaminante (ver adiante para
andlise). Quando a lista de 320 sequéncias foi rastreada quanto a
estes fragmentos formados por digestdo simulada de heparinase I, a

lista foil reduzida para 52 sequéncias (Tabela 2).

A taxa de clivagem de substrato pela heparinase I &
dependente do tamanho (Linhardt, R. J., Turnbull, J. E., Wang, H.
M., Loganathan, D. & Gallagher, J. T. (1990) Biochemistry 29, 2611-
7). Para identificar todas as ligagdes contendo iduronato 2-0
sulfatado em AT-10, a mesma foi tratada com heparinase I em

condicdes que resultaram na clivagem completa de todas as ligacgdes
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susceptiveis. Nestas condicdes, o hexassacarido e tetrassacarido do
contaminante permaneceram intactos (Figura 2b). No entanto, o
tetrassacdarido hexassulfatado (massa de 1155,6 da Figura 2a) foi
clivado. Deste modo, este sacarido tem a sequéncia *DD. Das
atribuicdes de 52 sequéncias possiveis para AT-10, apenas 28 podem

satisfazer os dados de digestdao exaustiva por heparinase I.

A seguir, a AT-10 foi tratada com semicarbazida para dar uma
semicarbazona na posicdo anomérica. Deste modo, um marcador de
massa (A= 56,1) foi introduzido para diferenciar fragmentos da
extremidade redutora em contraste com a extremidade ndo-redutora. O
tratamento da AT-10 marcada com heparinase I deu cinco fragmentos
(Figura 2c). De uma comparacdo de AT-10 nao derivatizada tratada
com heparinase I (Figure 2a), o hexassacdridos monoacetilado
heptassulfatado parece marcado e, deste modo, tem de ser derivado
da extremidade redutora de AT-10. A aplicacdo desta restricdo as 28
sequéncias restantes elimina todas as sequéncias, com excepcdo de

12 (Tabela 3).
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Tabela 3: Convergéncia da sequéncia de AT-10

Sequéncias Fragmentos observados
com as suas massas

(577)  {1154) (1671}

+DDDAT® F* ) DD 4Tt
+DDD-47° 4D iDD D47t

1DDD4~7* 4D 10D +D4~7"
+DDD~4~7* %D DD +D-4-7"
+DDD74% +D 40D D74
320 pf 0074t 40 a0 o1yt
+DDD-74* D 0D 4D-74%
1DDD-7-4 3D 10D +D-7-4*
+70D4-D* 37 17D *D4-D*
+70D-4=D' 27 +7D +D-4-D*
+7DD-D4* 7 7D +D-D4*
+7DD-D~4" 27 +7D 1p-D-4*

¢Hep-I

{curta)
p-I
{longa)
Exaustiva
Acido Nitroso
e
Hen-T
iep-L

{longa marcada)
Sequéncias Fragmentos
observadas com as suas massas
tyvo)

1DDD47* st

iDpD-47" 47t

1pDpD4~7* +4-7"t

+DDD-4-7" -4=7'"

+70D4-D* +4-p*

17pD-4-0* -4-D*
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A estratégia progressiva utilizada para sequenciar a amostra
de decassacdrido estd apresentada na Tabela 3. A aplicacdo de
restrigdes experimentais para eliminar as sequéncias da lista
mestra de 320* sequéncias foi wutilizada para convergir para a
sequéncia final. Nas caixas a esquerda estd apresentado o numero de
sequéncias que satisfizeram as restrigdes experimentais. As caixas
a direita apresentam as sequéncias que satisfazem as restricdes
experimentais juntamente com os possiveis fragmentos formados para

as massas apresentadas em paréntesis na parte superior da tabela.

Uma inspeccdo das 12 sequéncias restantes na Tabela 3 indica
que a diferenca principal estd na identidade do hexassacdrido da
extremidade redutora. Deste modo, através da degradacao de AT-10 com
adcido nitroso e utilizacdo criteriosa de exoenzimas, foi determinada
a sequéncia do hexassacarido da extremidade redutora. Primeiro, AT-10
marcada foi exaustivamente tratada com acido nitroso e duas espécies
puderam ser prontamente detectadas (Figura 3). A primeira, com uma
massa de 1013,8, corresponde a um tetrassacdrido anidromanose marcado

com quatro sulfatos e um acetato. A outra

*Para obter todos os decassacdridos possivels com a composigdo de 3 *Ds, um 4 e
um t+7 foram necessdrios para dispor as unidades dissacdridas acima mencionadas de

todas as maneiras possiveis, para formar um decassacdrido. Além disso, cada

unidade dissacdrida pode ser um + ou um - correspondente a iduronato ou
glucuronato. O numero possivel de seguéncias = ¢3 (dispde 3Ds em 5 posigdes)* 2C1
(dispde os 4 nas duas posigdes restantes)* 2° (para ser responsavel pelo + ou - em

todas as posigdes excepto a extremidade ndo redutora, uma vez gue o sacdrido é

derivado de heparinase) = 10%*2*16=320.
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com uma massa de 958,8 corresponde ao mesmo tetrassacarido que néao
¢ marcado. Ambas poderiam ser atribuidas a uma das seguintes
sequéncias: *47, +4-7, +4-D. Deste modo, com base nesta informacéao,
metade das sequéncias possiveils poderia ser eliminada, deixando

apenas 6 solugdes de sequéncias possiveis para AT-10 (Tabela 3).

Para atribuir unicamente o estado isomérico das duas unidades
dissacdridas na extremidade redutora de AT-10, foram utilizadas as
seguintes restricgdes experimentais: a digestdo exaustiva por Aacido
nitroso foi incubada com enzima exolitica o-iduronidase que
especificamente prende o dacido idurdénico a extremidade néo-
redutora. Um deslocamento no espectro em 178,0 confirmou o &cido
urdénico como 4 e o seu estado isomérico como +, isto €, IHyac,6s OU
+4. Apenas 3 sequéncias podiam dar os fragmentos observados, a

saber, +7DD4-D, *=DDD4-7, +DDD47.

Para distinguir entre estas trés ultimas alternativas e para
identificar o dissacdridos da extremidade redutora, o produto
tratado com iduronidase foi primeiro tratado com 6-0 sulfatase e N-
desacetilase ©para remover a hexosamina, deixando apenas o}
dissacdrido da extremidade redutora. O tratamento desta amostra com
B-glucuronidase resultou na degradacdo dos monossacdridos. Isto

identificou o dissacdridos da extremidade redutora como -7 (G-

Hys, 3s,65) - Deste modo, a sequéncia deduzida do decassacdrido
fraccionado de AT-10 é +DDD4-7
(AUzsHys, 6sT2sHus, 65 T2sHys, 6sTHuac, 6sGHys, 35,65) « De importancia é o facto de

que esta sequéncia ndo concorda com a atribuicdo da sequéncia para
um decassacarido produzido de uma maneira idéntica (Toida, T.,
Hileman, R. E., Smith, A. E., Vlahova, P. I. & Linhardt, R. J.
(1996) J Biol Chem 271, 32040-7). Deste modo, tentamos confirmar
nossa atribuicdo de sequenciacdo utilizando outras metodologias

analiticas.
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Sequenciacdo IGS de AT-10.

A AT-10 também foi sequenciada utilizando a técnica
recentemente estabelecida de Sequenciacdo Integral de Glicano
(IGS), que wutiliza uma separacdo electroforética de sacaridos
marcados na extremidade redutora com um fluordéforo. A clivagem
parcial do sacdrido com 4acido nitroso e digestdo por exoenzima
produz uma escada a partir da qual a sequéncia pode ser
determinada. De acordo com os dados de PEN-MALDI, a andlise
electroforética da amostra marcada com fluordforo produziu um unico
decassacadrido importante, mas, além disso, o contaminante menor
também ficou evidente. Os produtos da clivagem parcial com &cido
nitroso foram deca, octa, hexa e tetrassacdridos sem produtos
dissacaridos observados. Este resultado define as posicdes de todas
as unidades NS e NAc com apenas um dissacdrido N-acetilado na
posicédo préxima a extremidade redutora. Deslocamentos de gel devido
ao tratamento destes produtos com diferentes combinacdes de
exoenzimas demonstraram residuos de iduronato em 3 posicdes, 2 das
quais eram 2-0 sulfatadas e a presencga em trés posicdes de residuos
de glucosamina 2-0 sulfatada. A extremidade nédo redutora era
claramente 2-0 sulfatada mas a confirmacdo da presenca de um 6-0
sulfato no residuo de glucosamina da extremidade ndo redutora e
detalhes do padrdo de sulfatacdo no monossacarido da extremidade
redutora ndo foi obtida nesta andlise. Estes dados definem a
estrutura da AT-10 como AU;sHys,+e6sT2sHys, 6cI2sHus, 6sTHyac, 6sGHyac/ns, +35, 65 -
Estes dados, derivados de uma abordagem de sequenciacgao
independente, estdo totalmente de acordo com a andlise por PEN-

MALDI.

Analise da Sequéncia do Contaminante de AT-10

Os dados espectrais de massa também podem ser utilizados em

conjunto com a andlise de composicdo por CE para chegar a sequéncia
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proposta para o contaminante de AT-10 com 12 sulfatados, 1
acetilado. Conforme declarado acima, a digestdo de heparinase I
(Figura 2a) deu um pico em m/z de 1073,9 que corresponde a um
tetrassacdrido pentassulfatado (#D*5, 745 ou *5%7), que sdé pode
ser atribuido ao contaminante. Este fragmento de tetrassacdrido néo
foi derivado da extremidade redutora do contaminante uma vez que em
nenhuma condicéo foil encontrado um sacdrido marcado contendo + 5.
Além disso, uma digestdo por heparinase I de decassacarido marcado
coloca 4-7 na extremidade redutora tanto para o contaminante como
para a AT-10. Para colocar a posicdo do tetrassacdrido D5 ou D-5
observado na digestdo por heparinase I o decassacdrido foi tratado
com iduronato 2-O0 antes do tratamento com heparinase I. Nestas
condigbes, o tetrassacarido pentassulfatado reduziu 80 Da em massa
(da massa de 1073,9 a 993,9, resultante da perda de sulfato). Deste
modo, este tetrassacdrido tem de ser derivado da extremidade néo
redutora do contaminante. Em conjunto, esta informacdo sugere que a

sequéncia do contaminante é #D5D4-7 ou *D-5D4-7.

A atribuicdo para AT-10 e o contaminante foi confirmada
quando o decassacarido foi degradado de forma incompleta com &cido
nitroso (Figura 4). AT-10 com um anidromanose na extremidade
redutora (massa de 2673,0) é claramente observado bem como © sao
fragmentos resultantes da cisdo de AT-10 por &acido nitroso (massas
de 2209,2, 2113,2 e 1633,2). Além disso, uma espécie com massa
1057,9 s6 pode ser obtida de AUpgHyg, ¢slzsMangs, proporcionando uma
assinatura de massa uUnica da extremidade ndo redutora de AT-10.
Significativamente, todas as espécies poderiam ser atribuidas a AT-

10 ou ao contaminante.

Interpretag¢do do Espectro de RMN de AT-10

O espectro da RMN da AT-10 estd apresentado na Figura 6. Em

consondncia com a nossa andlise, os pequenos sinais de oH-1, oH-2 e
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oaH-3 de Hyg,ss,6s (& 5,45, 3,45 e 4,50 ppm, respectivamente) permite-
nos atribuir a unidade de monossacarido da extremidade redutora
como Hys,ss,6s. Neste caso, o protdo anomérico do residuo Hyszses da
extremidade redutora tem de ser dividido em configuracdes o e B. A
configuracdo o do protdo anomérico do residuo Hys ¢é dominante
([095%) em solventes prdéticos, tais como é6xido de deutério, com base
no efeito anomérico. Além disso, a presenca de duas unidades TIs
pbde ser detectada. Curiosamente, os sinais anoméricos das duas
I,., que em geral ressoam a volta de 5,20 ppm, foram deslocados.
Muito provavelmente isto resulta de uma mudanca na conformacdo da
unidade I,: interna de 1C4 a 250. Além disso, poderia ser confirmado
que o oligossacdrido contém trés Hys,es € um residuo G ndo sulfatado
com base nos valores de integracdo dos protdes H-2 de Hys,es ©
residuos G observados em 3,28 e 3,38 ppm, respectivamente. A
presenca de um sinal N-acetil metil do residuo Hyac,6s em 2,1 ppm
demonstra claramente que o oligossacdrido contém um residuo Hyac,ss-.
A presenca de sinais correspondentes aos protdes H-6 dos residuos
Hyy 6-O-sulfatados (Y = Ac ou S) a volta de 4,3 e 3,9 ppm, confirma
que todos os residuos Hyy do oligossacdrido sdo O-sulfatados em C-
6. Em conjunto, estes dados permitem a atribuicdo da sequéncia da
espécie mais importante na amostra de AT-0 como

AUjzsHys, 6sT2sHus, 6sI2sHus, 6s THuac, 6sGHuys, 35, 65.

Sumario

Foi demonstrado neste exemplo que podem ser utilizadas vdarias
técnicas analiticas rigorosas para convergir na estrutura de um
oligossacarido HLGAG complexo. Além disso, foi demonstrado gque a
atribuicéo da sequéncia utilizando dois procedimentos de
sequenciacao, a saber, IGS e PEN-MALDI é a mesma. Isto é mais
evidente no tratamento parcial e exaustivo do decassacarido com
dcido nitroso (Figura 3). Significativamente, a partir da nossa

andlise torna-se agora possivel atribuir as seguintes sequéncias
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aos deca, octa, hexa e tetrassacaridos observados mediante
electroforese em gel e MALDI-MS, a saber, DDD4-7, DD4-7, D4-7 e um
tetrassacdrido 4-7 resistente ao dcido nitroso. No prdéximo Exemplo,
foram exploradas as consequéncias funcionais de um sitio de ligacéo
a AT-III parcialmente intacta e a accgdo enzimdtica das heparinases

em relacdo ao sitio de ligagdo a AT-III.

Além disso, foi demonstrado que a abordagem PEN-MALDI &
suficientemente sensivel e discriminativa para permitir-nos
determinar a informacdo da sequéncia para uma mistura de
oligossacdridos. E essencial chamar atencdo para o facto de que ¢é
possivel a convergéncia para uma Unica solucdo para AT-10
utilizando PEN-MALDI utilizando restricdes experimentais ortogonais
miltiplas (Venkataraman, G., Shriver, 7., Raman, R. & Sasisekharan,
R. (1999) Science 286, 537-42), minimizando, deste modo, a
dependéncia a wuma Unica restrigdo experimental, por exemplo,
clivagem com d&acido nitroso. Finalmente, o exemplo apresentado
ilustra o valor de PEN-MALDI para obter informacdes definitivas de
sequéncia para oligossacaridos Dbioldgica e farmacologicamente

relevantes.

Exemplo 2: Clivagem do Sitio de Ligacdo a Antitrombina III em

Heparina por Heparinase e sua Implicacdo na Geracdo de

Heparina de Baixo Peso Molecular.

Introdugdo:

A heparina tem sido utilizada como um anticoagulante clinico
hd mais de 50 anos, o que a torna um dos agentes farmacoldgicos
mais eficazes conhecidos. Grande parte da actividade da heparina
pode ser remontada a sua capacidade de ligar-se a antitrombina III
(AT-III). A heparina de baixo peso molecular (LMWH), derivada da

heparina pela sua desagregacdo controlada, mantém grande parte da
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actividade antitrombdtica da heparina sem muitos dos graves efeitos
secunddrios. A importédncia clinica da LMWH acentuou a necessidade
de compreender e desenvolver meios quimicos ou enzimdticos para a
produzir. Os instrumentos enzimdticos primarios utilizados para a
producéo da heparina de baixo peso molecular sdo as heparinases de
Flavobacterium heparinum, especificamente as heparinases I e II.
Por meio da wutilizacdo de compostos do modelo pentassacdarido e
hexassacdrido, demonstramos que a heparinase I e II, mas ndo a
heparinase III, cliva o sitio de ligacdo a AT-III. Além disso,
demonstramos aqui gque a 3-0 sulfatacdo da glucosamida na
extremidade redutora de uma ligacao glicosidica confere resisténcia
a clivagem da heparinase I, II e III. Finalmente, examinamos as
consequéncias bioldgicas e farmacoldgicas de um oligossacarido de
heparina. Demonstramos gque este oligossacdrido nédo possui alguns
dos atributos funcionais de HLGAG contendo um sitio de AT-III

intacto.

Métodos:

Materiais. Os Penta 1 e 2 foram uma generosa oferta do Dr.
Robert Rosenberg, Departamento de Biologia, MIT. O Hexa 1 foi
gerado utilizando digestdao de heparina por heparinase I (Ernst, S.,
Langer, R., Cooney, C. L. & Sasisekharan, R. (1995) Crit Rev
Biochem Mol Biol 30, 387-444). A heparina foi adquirida de Celsus
Laboratories (Cinncinati, OH) e as concentracdes molares dos
materiais foram calculadas num peso molecular médio de 13.000 Da. A
enoxaparina foi adquirida de Avantis Pharmaceuticals, (Chicago,

IL).

Digestdes. As digestdes da heparinase I foram completadas
conforme descrito (Venkataraman, G., Shriver, Z., Raman, R &
Sasisekharan, R. (1999) Science 286, 537-42 e Rhomberg, A. J.,

Ernst, S., Sasisekharan, R. & Biemann, K. (1998) Proc Natl Acad Sci
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EUA 95, 4176-81). As reaccgdes da heparinase II ou III foram
completadas, essencialmente da mesma forma a temperatura ambiente
em ovalbumina 10 uM, sulfato de dextrano 1 pM e etilenodiamina 10
mM, pH 7,0. As digestdes curtas foram completadas com enzima 50 nM
durante 10 minutos ao passo que as digestdes exaustivas foram
completadas com enzima 200 nM de um dia para o outro. Os espectros
de massa foram colhidos utilizando os pardmetros conforme indicado
acima (ver também Shriver, Zz., Raman, R., Venkataraman, G.,
Drummond, K., Turnbull, J., Toida, T., Linhardt, R., Biemann, K. &
Sasisekharan, R. (2000) Proc Natl Acad Sci EUA, 12 de Setembro de
2000; 97(19):10359-64) e calibrados externamente utilizando sinais
para o (RG)i9sR protonado e o seu complexo como um hexassacdrido

derivado do acido nitroso da sequéncia IsHNg,ssIssHys,sslzsManes.,

Experiéncias de Titulagdo de Equilibrio de Fluorescéncia.
Titulagdes de AT-III humana com decassacarido AT-10 ou heparina
foram completadas a 25 °C utilizando uma maquina Fluorolog 2 (Spex
Instruments) (Meagher, J. L., Beechem, J. M., Olson, S. T. &
Gettins, P. G. (1998) J Biol Chem 273, 23283-9 e Desai, U. R.,
Petitou, M., Bjork, I. & Olson, S. T. (1998) J Biol Chem 273, 7478-
87). As medicgdes foram completadas em fosfato de sdédio 20 mnmM,
contendo EDTA 0,1 mM e PEG 8000 0,1%, ajustadas ao pH 7,4 ou 6,0.
Com o tampdo ao pH 7,4, cloreto de sédio foi adicionado a uma

concentracao final de 100 mM.

Os espectros de emigssdo de fluorescéncia foram colhidos a
partir de 300-400 nm com um comprimento de onda de excitacdo de 280
nm e um tempo de integracdo de 5 segundos. Em resumo, as
experiéncias de titulacdo foram conduzidas como a seguir: aliquotas
de decassacdrido ou heparina foram adicionadas a uma solugdo 1 uM
de AT-III, deixou-se a solucdo ficar em equilibrio durante um
minuto e foi colhido um espectro de emissdao. A adicdo sequencial de

aliquotas de sacarido e sinal de fluorescéncia foi ajustada para
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ser responsdvel pela diluicdo da proteina.

Medigdes Bioldgicas da Actividade do Decassacdrido. A
actividade anticoagulante in vitro foi determinada conforme
descrito anteriormente (Hoppensteadt, D. A., Jeske, W. P., Walenga,
J. M., Fu, K., Yang, L. H., Ing, T. S., Herbert, J. M. & Fareed, J.
(1999) Thromb Res 96, 115-24 e Dietrich, C. P., Paiva, J. F.,
Castro, R A., Chavante, S. F., Jeske, W., Fareed, J., Gorin, P. A.,
Mendes, A. & Nader, H. B. (1999) Biochim Biophys Acta 1428, 273-
83), de acordo com a United States Pharmacopoeia. Os ensaios de
inibicdo de geracao de trombina (FIIa) e factor Xa (FXa) foram
completados essencialmente conforme descrito. Em resumo, e}
decassacarido AT-10, a Enoxaparina LMWH ou o pentassacdrido de
ligagdo a AT-III sintética (Penta 1) utilizados neste estudo foi
dissolvido em solucdo salina estéril nas concentracdes designadas.
A esta amostra adicionou-se um volume igual de plasma deficiente em
fibrinogénio diluido a uma proporcdo de 1:8 em 100 mM Tris-HC1l (pH
8,5). Numa amostra separada, a mesma concentracdo do oligossacdrido
heparina e actina foram adicionadas numa proporcdo de 1:1 a
Spectrozyme TH ou FXa. Desta maneira, foi medida a geracgédo
intrinseca de IIa e Xa. Além disso, para responder pela inibicdo de
trombina e geragdo extrinseca de FXa, tromboplastina C foi diluida
numa proporcdo de 1:6 com Spectrozyme TH ou FXa. Para todas as
amostras a densidade ¢dptica foi medida em 405 nm e os resultados
estdo expressos como uma % da inibicdo comparada a um controlo de
solucdo salina nao suplementada. Para estes ensaios, o reagente
trombina (Fibrindex) foi obtido da Ortho Diagnostic Systems, Inc.
(Raritan, NJ), e o factor Xa foi obtido da Enzyme Research (South
Bend, IN). Spectrozyme TH e FXa foram obtidos da American

Diagnostica (Greenwich, CT).

Foram também wutilizados dados de sangue inteiro para

determinar a actividade anticoagulante de AT-10. Os ensaios, tempo
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de tromboplastina parcial activada (APTT) e o tempo de protrombina
(PT) foram conduzidos de wuma maneira semelhante a que foi
anteriormente relatado (Dietrich, C. P., Paiva, J. F., Castro, R.
A., Chavante, S. F., Jeske, W., Fareed, J., Gorin, P. A., Mendes,
A. & Nader, H. B. (1999) Biochim Biophys Acta 1428, 273-83). O
reagente APTT foi obtido da Organon Teknika (Durham, NC) e o

Reagente HepTest foi obtido da Haemachem (St. Louis, MO).

Resultados:

Accdo Enzimatica das Heparinases em relacdo ao Sitio de
Ligagcdo a AT-III: Anteriormente, investigamos a especificidade do
substrato das heparinases I e II em relacdo a AT-10 (Rhomberg, A.
J., Shriver, 7., Biemann, K. & Sasisekharan, R. (1998) Proc Natl
Acad Sci EUA 95, 12232-7 e Ernst, S., Rhomberg, A. J., Biemann, K.
& Sasisekharan, R. (1998) Proc Natl Acad Sci EUA 95, 4182-7). No
entanto, estes estudos foram realizados presumindo uma estrutura
publicada (Toida, T., Hileman, R. E., Smith, A. E., Vlahova, P. I.
& Linhardt, R. J. (1996) J Biol Chem 271, 32040-7). A 1luz da
estrutura recém-determinada de AT-10 aqui descrita (ver também
Shriver, %., Raman, R., Venkataraman, G., Drummond, K., Turnbull,
J., Toida, T., Linhardt, R., Biemann, K. & Sasisekharan, R. (2000)
Proc Natl Acad Sci EUA, 12 de Setembro de 2000; 97(19):10359-64),
reexaminamos a acg¢do enzimdtica das heparinases I, II e III em
relacdo aos oligossacdridos contendo um 3-0 sulfato que ¢é
importante para ligacdo de alta afinidade & AT-III. Para estes
estudos utilizamos trés oligossacdridos, dois pentassacdridos
(Penta 1 e Penta 2, Figura 5) e um hexassacdrido (Hexa 1, Figura
5). De importédncia é o facto de que o0s pentassacdridos séo
sinteticamente derivados, ao passo que o Hexa 1 é derivado do
tratamento da heparina por heparinase I. Como resultado, ao
contrario do Penta 1 ou Penta 2, o Hexa 1 contém um acido urodnico

A*"° na extremidade ndo redutora. Além disso, o Penta 1 e Penta 2
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diferem um do outro apenas pela presenca (Penta 1) ou auséncia
(Penta 2) de um 3-0 sulfato no residuo da glucosamina interna
(Figura 5). A estratégia aqui empregue essencialmente envolve o
tratamento de cada um dos sacdridos com heparinase I, II ou III,
respectivamente, em condicdes de digestdo exaustiva, seguida pela
identificacdo dos produtos resultantes por meio de espectrometria
de massa. A massa calculada dos substratos e produtos dos
sacaridos, sua identidade e massa observada estdo listadas na

Tabela 4.

Tabela 4: Estruturas quimicas e valores m/z dos oligossacdridos

HLGAG

(M+HYT Hetrutura Quimica

LVID, L Al LRo L8] gstenys, 35,65

Apresentado na coluna 1 da Tabela 4 estd o wvalor m/z do
complexo 1:1 protonado do sacdrido e o péptido basico (RG)i1oR. A
coluna 2 apresenta a massa observada do sacarido obtida pela
subtraccdo da massa do péptido basico protonado do complexo 1:1
protonado. As estruturas quimicas dos sacdridos para os picos
correspondentes nos espectros de massa estdo apresentados na coluna
3. Na coluna 4 estdo apresentadas as massas tedricas calculadas
para as estruturas quimicas. Deve ser assinalado gque a massa

observada estd em = 1 Dalton da massa calculada.
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No caso de Penta 1, apenas a heparinase I e II, mas nédo a
heparinase I1I, cliva o oligossacarido num trissacdrido
pentassulfatado de massa 916,7 e um dissacdrido trissulfatado de
massa 591,33 (Figura 6), indicativo de c¢livagem na ligacéao
glicosidica contendo I, (ligagcdo A.2 na Figura 5). Os dados
apresentados na Figura 6 mostram que as ligagdes contendo 3-0 séao
resistentes &a clivagem por Theparinase I, IT ou III. Esta
resisténcia parece ser independente do comprimento. Com base na
compreensdo anterior da estrutura da AT-10 (Toida, T., Hileman, R
E., Smith, A. E., Vlahova, P. I. & Linhardt, R. J. (1996) J Biol
Chem 271, 32040-7), foi relatado que a heparinase II podia clivar
um sacadrido contendo 3-0 sulfato desde que o mesmo tivesse
comprimento suficiente (Rhomberg, A. J., Shriver, Z., Biemann, K. &
Sasisekharan, R (1998) Proc Natl Acad Sci EUA 95, 12232-7). A luz
da estrutura recém-determinada para o decassacdrido AT-10 (ver
também Shriver, 2., Raman, R., Venkataraman, G., Drummond, K.,
Turnbull, J., Toida, T., Linhardt, EUA, 12 de Setembro de 2000;
97(19) :10359-64), bem como os dados apresentados na Figura 6, as
verificagdes anteriores tém de ser reinterpretadas e conclui-se
aqui que a heparinase II nédo cliva ligacgbes com uma extremidade
redutora préxima a glucosamina 3-0 sulfatada. Além disso, a
resisténcia desta ligacdo a accdao da heparinase I, II e III é
totalmente devido a presenca de um 3-0O sulfato conforme demonstrado
pelo tratamento de Penta 2 com heparinase I, II e III (Figura 7).
Neste caso, todas as heparinases clivam o substrato de forma
eficaz. Como com o Penta 1, a heparinase I cliva na ligacao dque
contém I,s dando um trissacdrido de massa 591,9 (clivagem na
ligacdo B.2 na Figura 5). Inversamente, tanto a heparinase II como
ITTI clivam a ligacgdo contendo G nédo sulfatada que agora pode ser
fendida (ligacdo B.l na Figura 5). A heparinase III cliva apenas
esta ligacdo dando um tetrassacarido de massa 1428,3 e um
monossacdrido (ndo observado). A heparinase II cliva na ligagdo B.2

bem como na B.l, reduzindo o Penta 2 a um monossacdrido e dois
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dissacaridos, um dos gquais ¢é observado e tem uma massa de 592,0

(Figura 7).

Para explorar adicionalmente a especificidade do substrato em
relacdo aos sacdridos 3-0 sulfatados, wutilizamos Hexa 1, um
hexassacdrido derivado de heparinase I contendo 3-0 sulfato (Figura
8). O Hexa 1 também foi seleccionado como um substrato para este
estudo porgue representa uma truncagem da extremidade ndo redutora
de AT-10 e contém a mesma unidade GHyg,ss,6s Na extremidade redutora.
Constatamos que o Hexa 1 é susceptivel a clivagem por heparinase II
e IIT mas ndo a cisdao por heparinase I. De importédncia é o facto de
que a clivagem do Hexa 1 pela heparinase II ou III ngo ocorre na
ligacédo contendo G mas, ao contrdrio, na ligacdo contendo I
(clivagem em C.1, mas nado C.2 na Figura 5). No caso de clivagem por
heparinase II, os produtos sdo um tetrassacdarido de massa 1036,1 e
um dissacdrido de massa 577,8. Para clivagem por heparinase III,
sdo observados os mesmos produtos, a saber, um tetrassacarido de
massa 1036,1 e um dissacdrido de massa 577,8. Estes resultados
confirmam nossa avaliacdo de que as ligacdes com uma extremidade
redutora prdédéxima a 3-0 sulfato sédo protegidas contra a acgado da
heparinase, incluindo a heparinase II. Com o tratamento de Hexa 1
pela heparinase II e III, ¢ formado um tetrassacdrido resistente a
heparinase, com a sequéncia AUHyac,ssGHys,3s,6s. Estd de acordo com as
observacgdes anteriores que este tetrassacdarido seja resistente a
clivagem adicional por Theparinase (Yamada, S., Yoshida, K.,
Sugiura, M., Sugahara, K., Khoo, K. H., Morris, H. R. & Dell, A.
(1993) J Biol Chem 268, 4780-7). Esta também de acordo com a
especificidade conhecida do substrato da heparinase I, o Hexa 1,

que ndo contém ligacgdes Iys, ndo € clivado por esta enzima.

A luz destes estudos, fica agora evidente que as heparinases
I e II podem clivar o sitio da AT-III na ligacdo Hys,is,es I2sHus,es,

onde a ligagdo que pode ser fendida € indicada com uma seta (A.2 de
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Penta 1 e B.2 de Penta 2, Figura 5). Além disso, com a estrutura
recém-atribuida para AT-10, constatamos que as ligacgdes com um 3-0
sulfato na glucosamina da extremidade redutora, a saber,
Hys,es'GHys, 35,65 ndo podem ser clivadas pela heparinase II ou III (A.l
de Penta 1 e B.1l de Penta 2, Figura 5). Além disso, constatamos que
esta inibicdo é totalmente devido a rara modificagdo 3-0 sulfato.
Finalmente, tomado em conjunto com 0s nossos estudos anteriores da
accdo enzimdtica da heparinase I, a estrutura de AT-10 reforca o
facto de que a heparinase I actua de wuma maneira exolitica,
progressiva sobre os oligossacdridos heparina/heparan (Ernst, S.,
Rhomberg, A. J., Biemann, K. & Sasisekharan, R. (1998) Proc Natl
Acad Sci EUA 95, 4182-7).

Ligagdo de AT-III ao Decassacarido AT-10: Nossa analise da
sequéncia de AT-10 relatada agqui e em Shriver, Z., Raman, R.,
Venkataraman, G., Drummond, K., Turnbull, J., Toida, T., Linhardt,
R., Biemann, K. & Sasisekharan, R. (2000) Proc Natl Acad Sci EUA,
12 de Setembro de 2000; 97(19) :10359-64 revelou que este
decassacdrido nao contém uma sequéncia de pentassacarido de ligacéo
a AT-III intacta mas, ao contrario, contém apenas a unidade
trissacdrida da extremidade ndo redutora. Procuramos estender esta
atribuicdo de sequéncia e proporcionar um contexto funcional para
este resultado medindo a afinidade de ligacdo de AT-10 a AT-III. Ao
pH 7,4, 1I=0,15, a AT-10 tem muito pouca afinidade por AT-III
(Figura 9). Inversamente, nas mesmas condig¢des, a heparina da
mucosa intestinal porcina ligou-se a AT-III com uma K, aparente de
36 nM. Para medir com precisdo uma afinidade de AT-10 por AT-III, a
titulacdo foi completada, ao contrdrio, com um pH 6,2, condicgdes
que sdo conhecidas por promover a ligagdo de AT-III a sacaridos.
Nestas condigdes, a AT-10 ligou-se a AT-III com uma Kp aparente de
0,8 pM ao passo que a Kp para a heparina de comprimento total
diminuiu para 10 nM. A Kp medida para AT-10 & comparavel a

sacaridos semelhantes com uma extremidade redutora truncada, como
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valores de Kp medidos de 0,3-2 pM (Desai, U. R., Petitou, M.,
Bjork, I. & Olson, S. T. (1998) J Biol Chem 273, 7478-87). Deste
modo, 0s resultados das experiéncias de titulacdo estdo de acordo
com a AT-10 contendo uma sequéncia de ligacdo de pentassacdrido AT-
IIT parcialmente intacta (Desai, U. R., Petitou, M., Bjork, I. &
Olson, S. T. (1998) J Biol Chem 273, 7478-87). As trés wunidades
sacdridas na extremidade nao redutora da sequéncia de
pentassacdridos, a saber, Hyac, 6sGHys, 35, 65, sdo principalmente
responsdveis pela ligacdo do estado nativo da AT-III, ao passo que
a unidade dissacdrida da extremidade redutora, I,sHys,es, dque esta
ausente em AT-10, ¢ importante para ligar a AT-III activa,
conformacionalmente alterada. A Kp medida para AT-10 (0,8 uM ao pH
6,0, I=0,05) ¢é 0100 vezes superior a da heparina de comprimento
total, confirmando que a AT-10 ndo contém uma sequéncia de
pentassacdaridos AT-III intacta. A diminuicdo na afinidade a AT-III
observada para a AT-10 nao pode ser simplesmente devido a uma
questdo de tamanho, uma vez que, em estudos anteriores, o
pentassacdrido sozinho demonstrou ter uma afinidade semelhante a da
heparina de comprimento total (Desai, U. R., Petitou, M., Bjork, I.
& Olson, S. T. (1998) J Biol Chem 273, 7478-87). Tendo medido a
interaccdo de ligacdo entre a AT-III e o decassacarido, em seguida
procuramos definir as consequéncias funcionais de um oligossacdrido

HLGAG que contém apenas um sitio de ligacdo parcial a AT-IIT.

Actividade Bioldgica de AT-10: Como pode ser esperado para um
oligossacdrido que nédo contém wum sitio de AT-III intacto, a
actividade bioldgica da AT-10 €& inferior a da enoxaparina (aqui
utilizada como exemplo de uma LMWH) ou o pentassacarido, Penta 1
(Figura 10). Em consondncia com o mecanismo conhecido de inibicéo
mediada por heparina da actividade da trombina pela AT-III, nem O
decassacarido nem O pentassacarido tém actividade anti-ITa
significativa (Figura 10a). No caso do pentassacdrido esta auséncia

de actividade é totalmente devido ao seu tamanho sendo insuficiente
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actuar como um modelo para a formacgdo de um complexo AT-III/IIa.
Para o decassacarido, esta restricdo de tamanho ¢é também uma
explicacdo provdvel (uma vez que rigorosos estudos bioquimicos
implicaram os oligossacaridos com pelo menos 18 unidades
monossacaridas como sendo importantes para a eficaz formacdo de
complexo) (Petitou, M., Herault, J. P., Bernat, A., Driguez, P. A.,
Duchaussoy, P., Lormeau, J. C. & Herbert, J. M. (1999) Nature 398,
417-22), embora a auséncia de um sitio de AT-III intacto também

possa contribuir para a sua reduzida actividade anti-IIa.

Estes resultados sao confirmados e estendidos pelo exame da
actividade anti-Xa dos trés que utilizam factores Xa de soro
(Figura 10b) ou factor Xa purificado (Figura 10c). Conforme foi
demonstrado anteriormente, a inibicdo do Factor Xa pela AT-IIT
exige ligacdo do motivo pentassacdrido apenas concomitante com uma
mudanca conformacional em AT-III. No ensaio anti-Xa, a enoxaparina
e o pentassacdrido tém uma actividade marcadamente superior em
relacdo ao decassacarido. 0Os wvalores ICso para a enoxaparina e o
pentassacdrido sintético sédo de 66 nM e 39 nM, respectivamente,
enquanto os valores da AT-10 sdo dez vezes superiores em 280 nM.
Estes valores estdo em concordincia com a afinidade inferior de AT-
10 para AT-IITI em comparacdo com a heparina que foi determinada nas
experiéncias de titulacdo fluorescente de AT-III (Figure 9). Néao é
surpreendente que o decassacdrido possua uma actividade anti-Xa uma
vez que a unidade trissacdrida nédo redutora (presente no
decassacarido) é principalmente responsdvel pela ligacdo inicial da
heparina & AT-III. Espera-se que a unidade dissacarida da
extremidade redutora, a saber, IjsHys,ss (ausente em AT-10) ligue-se
a antitrombina III conformacionalmente alterada, estabilizando-a.
As medicdes por HepTest (Figura 10d) deram resultados semelhantes,
a saber, a enoxaparina e o ©pentassacarido tém actividade
significativamente mais elevadas do que o decassacdrido AT-10.

Tomadas em conjunto, as actividades anti-IIa e anti-Xa do
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decassacdrido em comparacdo com © pentassacdrido e a enoxaparina
estdo de acordo com as experiéncias de titulacdo de AT-III bem como
a conhecida farmacologia do mecanismo da heparina de inibicdo da

cascata de coagulacao.

Em resumo, € demonstrado neste exemplo que as heparinases I e
IT clivam no sitio de ligagdo a AT-III deixando para tras a unidade
trissacarida na extremidade redutora do oligossacdrido.
Demonstramos também que a heparinase III ndo cliva no sitio de AT-
ITI por causa da presenca de um 3-0 sulfato no residuo de
glucosamida interna. Deste modo, a utilizacdo das heparinases I ou
IT para a geragdo de LMWHs exige um extremo cuidado para assegurar
a retencdo de sitios de antitrombina III intactos em fragmentos de
LMWH. De facto, o resultados aqui demonstrados mostram gque as
heparinases I ou II podem ser agentes ideais para a neutralizacgdo

de doses farmacoldgicas de heparina.

Exemplo 3: Desenvolvimento de um Método de Andlise

Composicional e Caracterizacdo Estrutural de Heparinas:

Introducgdo

Para purificar a UFH e identificar os seus componentes, a UGH
foi digerida exaustivamente e analisada wutilizando electroforese
capilar e espectrometria de massa MALDI. A electroforese capilar
(CE) é um método muito sensivel com alto poder de resolugcao para a
andlise composicional do dissacéarido das heparinas. Foi
desenvolvido um método de andlise composicional (CAM) que utiliza
CE para quantificar os blocos de construcdo do dissacdrido de UFH e
LMWH. Este método utiliza menos do que um micrograma de heparina, é
rapido (cada ciclo de dura 25 minutos), ¢ independente da
concentracdo e é altamente reproduzivel. Uma vantagem deste método

é a sua eficdcia como um processo de controlo de gqualidade que pode
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auxiliar a minimizar variacdes de lote para lote na composicao de

LMWH diferentes.

Deste modo, utilizou-se a técnica de CE em combinacgdo com
espectrometria de massa MALDI offline para identificar um
tetrassacdrido Unico na digestdo exaustiva de UFH e LMWH. Este
tetrassacarido, que faz parte do dominio de pentassacarido de
ligagdo a AT-III de glicosaminoglicanos, € resistente a degradacéo
adicional com Heparinase I, II ou III. Estd demonstrado adiante que
a utilizacdo deste tetrassacdrido uUnico na medicdo directa do

factor anti Xa da heparina mediou a actividade anticoagulante.

Métodos
Quimicos e Materiais: A UFH foi adgquirida de Celsus
Laboratories (Cincinnati, OH) e as concentracdes molares dos

materiais foram calculadas num peso molecular médio de 13.000 Da.
Os padrdes de dissacdridos foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). As Heparinase I e III sdo heparinases recombinantes. A
Heparinase II é de Flavobacterium heparinum purificada conforme
descrito anteriormente. (Shriver et al., Journal of Biological

Chemistry 1998, 273, 22904-22912.)

Analise Composicional: A UFH foil submetida a despolimerizacédo
exaustiva com um cocktail de enzimas feito de Heparinase I,
Heparinase II e Heparinase III. 9 pL de 10 pg/plL de concentracdo de
UFH em H,O foram digeridos com 1 upL do cocktail de enzimas
consistindo em 100 nM cada de Heparinase I, II e III em acetato de
sédio 25 mM, cloreto de sédio 100 mM, tampdo acetato de cdlcio 5
mM, pH 7,0, durante 12 horas a 37 °C. A amostra para CE foi
preparada diluindo 1 pL da digestdo com 9 pL de H;O. As amostras
foram analisadas por CE em polaridade reversa com um tampdo

continuo de 50 mM tris/fosfato, sulfato de dextrano 10 uM, pH 2,5.

68



57 nL de cada amostra foram injectados na CE e os tempos dos ciclos
eram de 25 minutos. Cada amostra foi digerida em duplicata e a
experiéncia foil repetida duas vezes para cada amostra, resultando
em quatro leituras por amostra. Todos os 8 picos resultantes foram
colhidos e a pureza das amostras colhidas foi wverificada por
reinjecgdo na CE e a sua massa fol medida por Espectrometria de
Massa MALDI offline. A identidade dos picos 1-7 foi adicionalmente
confirmada pela correspondéncia do seu tempo de migracdo com o de
dissacaridos padrédo, disponiveis comercialmente. Por exemplo, O
espectro de CE do pico 1 foi colhido da andlise por CE da digestédo
da enzima total de UFH e um espectro de massa MALDI do pico 1 foi
gerado. Os espectros de massa foram colhidos utilizando paré@metros
conforme indicado anteriormente e calibrados externamente
utilizando sinais para o (RG)i9R protonado e seu complexo com um
hexassacdrido derivado do acido nitroso da sequéncia

IosHys, 65 I25Hus, 6sIzsMangs .

Resultados

Conforme observado na Figura 11A, sé&o vistos oito picos no
espectro CE. Cada um dos picos marcados de 1 até 8 tem tempos de
migracdo idénticos em amostras diferentes. Depois da colheita de
cada pico e a pureza verificada de cada amostra por reinjecgdo no
CE, a sua massa foi medida por Espectrometria de Massa MALDI
offline. O pico 1 tem a mesma massa que o dissacdrido heparina
AUps, Hys,6s. O AUys, Hys,6s comercial da Sigma tem o mesmo tempo de
migracdo que o pico 1 em condigdes de CE idénticas. Isto identifica
o pico 1 como AUy, Hys,ss. De maneira semelhante, foram estabelecidas
as 1identidades dos sete picos de 2-7 na digestdo de andlise
composicional de UFH. Os resultados estdo apresentados nas Figuras
3A e 3B - 6A e 6B. A identidade de cada pico foi ainda confirmada
pela correspondéncia do seu tempo de migracdo com o de dissacdridos

padrédo, disponiveis comercialmente. Os picos 2, 3 e 4 séao
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dissacaridos dissulfatados e 5, 6 e 7 sdo dissacaridos

monossulfatados.

Foi gerado um grdfico do espectro de massa por CE e MALDI do
pico 2. Este pico tem a mesma massa que AU,g,Hys. Além disso, o
AUzs, Hys comercial da Sigma tem o mesmo tempo de migracdo que o pico
2 em condicdes de CE idénticas. Isto confirma que o pico 2 é

AUZS 4 HNS .

Foi gerado um grafico do espectro de massa por CE e MALDI do
pico 3. Este pico tem a mesma massa que AU,Hys,6s. Além disso, o
AU, Hys,6s comercial da Sigma tem o mesmo tempo de migragdo que o
pico 3 em condigdes de CE idénticas. Isto confirma que o pico 3 é

AU, HNS,6S .

Foi gerado um grdfico do espectro de massa por CE do pico 5.
Este pico tem a mesma massa que AU,Hys. Além disso, o AU, Hys
comercial da Sigma tem o0 mesmo tempo de migracdo que o pico 5 em

condicdes de CE idénticas. Isto confirma que o pico 5 é AU, Hys.

Foi gerado um grdfico do espectro de massa por CE do pico 6.
Este pico tem a mesma massa que AUjpg, Hyac. Além disso, o AUss, Hyac
comercial da Sigma tem o mesmo tempo de migracdo que o pico 6 em

condicdes de CE idénticas. Isto confirma que o pico 6 é AUjzs, Hyac.

Foi gerado um grdfico do espectro de massa por CE do pico 7.
Este pico tem a mesma massa que AU, Hyac,6s. Além disso, o AU, Hyac,es
comercial da Sigma tem o mesmo tempo de migracdo que o pico 7 em

condigbes de CE idénticas. Isto confirma que o pico 7 é AU, Hyac,ss-.

Para além dos sete dissacaridos, foi também identificado um
tetrassacdrido (pico 8) na digestdo exaustiva da heparina com

heparinase I, II e III. Este tetrassacdrido foi isolado e a sua
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massa fol determinada por Espectrometria de Massa MALDI. Este
tetrassacdrido tinha o mesmo tempo de migragdo na CE que o
tetrassacdrido AUHyac,ssGHys,ss,6s que fazia parte do decassacdrido
AUysHys, 65 I2sHns, 651 25Hus, 6s THnacesGHys, 35,65 cuja estrutura foi anteriormente
determinada. Isto leva a confirmacdo do pico 8 Como e}
tetrassacdrido AUHyac,ssGHys,s3s,6s. Este pico é resistente a degradacéo

adicional com heparinases I, II ou III.

Para além dos picos 1-8, havia uma pequena guantidade de
dissacaridos ndo sulfatados que migram muito mais lentamente do que
o0s sacdridos sulfatados, conforme ilustrado na Figura 11B. Estima-
se que o0s dissacdridos ndo sulfatados constituam < 2 % de UFH

conforme apresentado na Tabela 5 (adiante).

A Figura 12 demonstra o grafico de CE da digestdo exaustiva
do pentassacdrido AT-10 AUysHys,6s AUzsHys,es AUzsHys,es IHyac,6s GHys,ss,6s-
O tetrassacdarido 8 na digestdo exaustiva da heparina tem a mesma
massa e tempo de migragdo que o AUHgac,ssGHys,3s,65. Isto confirma o

piCO 8 como AUHNAC,6SGHNS,SS,6S-

Exemplo 4: Resposta UV dos dissacaridos 1-7

Introducdo

Foi determinado o factor de resposta (RF) UV de cada um dos
dissacdaridos (1-7) para melhor identificar os componentes dos
dissacdridos da digestdo exaustiva. O RF para um dissacarido é
definido como a quantidade daquele dissacdrido em ng que da a mesma

resposta que um ng de AUszs, Hys,6s.
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Métodos

Determinacdo do Factor de Resposta: O RF para os diferentes
dissacdridos foi calculado medindo a resposta UV de 57 ng de cada
dissacdrido e normalizando a mesma com a do AUszs,Hys,es conforme

apresentado na Tabela 5.

Resultados

Cada um dos sete dissacaridos (1-7) tem wuma extenséo
diferente da resposta UV Ajzs. Havia uma quantidade insuficiente do
tetrassacdrido 8  (AUHyac,ssGHys,ss,6s) Ppara permitir a medigdo da
absorbdncia UV Ay, para este tetrassacarido. Espera-se que o0sS
tetrassacdridos tenham uma absorbdncia UV Ajys, inferior aos
dissacdridos e, deste modo presumiu-se que O AUHyac,ssGHys,3s,6s tem a

mesma resposta que o menos sensivel dos dissacdridos, a saber, o 1

(AUzg, Hys, 65) -

Composto Factor de Resposta
{RF)
1 1
(AUsg, Hyg as)
2 N cpw
P - Uy 69
(AUps, Hys)
3 -
P, . 4585, 3 0,714
(ACHyg: )
4
P . 13551, 45 0,769
LAV 25y Hync, 6s 7
5 e -
(AL By 23986, 35 0,435
(A0, Hyg !
& .
/AT oy 32363,55 3,32
{(AUps, Hypo)
=
¢ N
(ATT T \ U, 222
(AT, Byac, 650
8
(AUHyac, 55GHys, 55,650
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Na Tabela 5 foi calculado o factor de resposta (RF) para os
picos 1-8. A segunda coluna d&d a absorbincia UV a 232 nM para
injeccédo de 57 nL de 1 ng/nL de concentracédo, isto é, 57 ng dos
dissacdridos de padrao comercial (1-7). Nado pudemos medir a
absorbdncia UV a 232 nM para concentracgdes conhecidas de 8 por
falta da disponibilidade da amostra em quantidade suficiente.
Presume-se que 8 tenha a mesma resposta que o menos sensivel dos 7
dissacaridos, a saber, 1. A terceira coluna dé& o RF para cada um
dos sete picos, sendo o RF para um dissacdrido definido como a
fraccdo de um ng do mesmo, que dd a mesma resposta que um ng de

(AU2s, Hys, 6s) «

Exemplo 5: Determinacdo de sacaridos ndo sulfatados em

heparina

Introdugdo

Embora a heparina tenha sido classificada como um
glicosaminoglicano sulfatado, a mesma contém uma quantidade minima
de sacdridos ndo sulfatados. Foram realizados procedimentos para
determinar a quantidade de sacdridos nédo sulfatados na heparina.
Depois desta determinacdo, o RF calculado para os picos 1-8 pode

ser utilizado para estimar a % do peso dos blocos de construcgao

sulfatados da heparina a partir da AUC medida por CE.

Métodos

Um peso conhecido de heparina submetido a digestao exaustiva
com o cocktail de enzimas foi injectado na CE. A area sob a curva
(AUC) medida para os picos 1-8 na Figura 11 é convertida no peso

dos sacdridos sulfatados wutilizando a resposta para gquantidades
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conhecidas dos picos 1-8. A diferenca entre a quantidade total dos
sacaridos heparina injectados na CE e a quantidade total de
dissacaridos e tetrassacdridos sulfatados dd a gquantidade de
sacaridos nao sulfatados na digestéo completa da UFH. A
multiplicacdo da % relativa da AUC pelo RF da a concentracdo

relativa corrigida ou a % relativa da AUC dos picos 1-8 em termos

de AUgzs, Hysg,6s.

Resultados

A Tabela 6 apresenta a estimativa dos sacdridos néo
sulfatados na heparina. Conforme apresentado na Tabela 6, foi
determinado que os sacdaridos ndo sulfatados constituem menos de 2%
da heparina. Os sacdridos néo sulfatados ndo sdo levados em
consideracdo na construcdo da tabela da andlise de composicdo da
heparina conforme explicado adiante. A coluna 1 da Tabela 7 da& a
AUC medida para os picos 1-8. A coluna 2 dé a % relativa da AUC. A

Q.

multiplicagcdo da % relativa da AUC pelo RF dé& a concentracgéo

Q.

relativa corrigida ou a % relativa da AUC dos picos 1-8 em termos
de AUys,Hys,6s. Estes sdo entdo normalizados para obter a % de peso
dos picos 1-7 dos dissacaridos e do pico 8 do tetrassacdrido.
Conforme aqui demonstrado, a construcdao desta tabela da andlise de
composicdo é independente da concentracdo ou do peso da digestédo da

heparina analisada por CE.
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Tabela 6

> AU Resposta por amostra Quantidade de saciarido
e 57 ng em ng
i - _ )
CAToe How o) 1294,5 10421, 1 39,9
Lsosy s, 65
2 .
1.040,8 13551,45 4,4

{AUss, B
(AU 5, Hys!

i
]
n
1
i
~
S
(&)
b
o

posigle)

s de 1-8 55,9

A Tabela 6 apresenta uma estimativa da quantidade de
sacdridos ndo sulfatados na digestdo exaustiva de UFH com as
heparinases I, II e III. Os picos 1-7 sd&o apresentados como
dissacaridos conhecidos, conforme explicado nas Figuras 2-6. O pico
8 €& o tetrassacarido AUHyac,escGHys,3s,6s que é resistente a degradacéo
adicional pelas heparinases I, II ou III. A segunda coluna dé& a
drea sob a curva (AUC) medida para cada um dos picos para uma
injeccéo de 57 nL de 1 ng/nL de concentracdo da digestdo da andlise
de composicdo de UFH. A terceira coluna déa a absorbidncia UV a 232
nM para injeccgdo de 57 nL de 1 ng/nL de concentracdo de cada um dos
7 dissacdridos de padrao comercial (1-7). A coluna 4 da o peso dos
vdrios sacdridos sulfatados em ng. A diferenca entre a sua soma
(55,9 ng) e a quantidade de heparina injectada (57 X 1 = 57 ng) da
a quantidade de sacdridos nédo sulfatados presentes na digestédo da

andlise de composicédo da UFH.
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Exemplo 6: Verificacdo de instrumentacdo e totalidade da

digestao

Introdugdo

Para wverificar a reprodutibilidade instrumental e para
certificar se a digestdo da andlise de composicdo estd de facto
completa com as concentragdes de enzimas utilizadas, as amostras de
UFH foram digeridas em duplicata e analisadas duas vezes por CE. Os
resultados foram, entéao, comparados para determinar se houve

variabilidade entre os ciclos.

Métodos

A UFH foi digerida conforme descrito na Exemplo 1A, métodos
com 1 pL ou 5 pL do cocktail de enzimas (EC). Cada amostra foi
digerida em duplicata e cada digestdo foi analisada duas vezes por

CE.

Resultados

A comparacdo da andlise em duplicata da mesma amostra (UFH
1/1 com UFH 1/2, UFH 2/1 com UFH 2/2 e UFH 3/2 com UFH 3/2)
demonstra que hd boa reprodutibilidade instrumental. A comparacio
de UFH 1/1 ou UFH 1/2 com UFH 2/1 ou UFH 2/2 demonstra que ha uma
variacado minima de ciclo para ciclo. A comparacao de UFH digerida
com 1 pL de EC com UFH digerida com 5 pL de EC demonstra gque o
aumento da gquantidade de enzimas ndo muda o perfil do dissacarido
de forma aprecidvel. Isto confirma que a digestdo exaustiva é
alcancada utilizando 1 pL de EC conforme ilustrado na Figure 11. A
andlise de composicdo da LMWH realizada por CE de acordo com ©O
protocolo indicado na Figura 11 e na Tabela 7 pode ser utilizada

para comparar de forma rigorosa lotes diferentes de LMWH.
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Tabela 7

Composto AUC % Relativa Concentragio % Peso
da AUC b Lz
s . .
S . i1294,5 [ 1 60, i0,9
{0V pg,y Hug,65)
2 a a
) s 7 076 7 7.3
(AL, s} 1040,8 8,7 G,7¢9 ¢, ., 8
AUosy His
2
5 N N g N aAon
{(ATTHys os) 1437,9 12,0 U, /L& &, G Vel
Vst NS
4 i
(2 q ; 379,3 Se2 C,re0 Z.5 7.9
Doy flwne, g8/
5 )
585 1 5o oo43% 5o Lo
(AT, Hys) T ’ T o
& [ fe) N2 “
s N 502,9 4,2 0,322 1.4 1,¢
(AUy5, Hyse)
7
AL 1 482, 3 1,0 G, 455 1,3 2,1
(LS[.‘, TJN]\,C‘,.(;S)
2
4 5 1.5 I
CATHenn Gl oo o 184 S 1,5 1,8
(A Hyac, esallns, 35,5

A Tabela 7 apresenta os valores da Andlise de composicdo para
UFH. A drea sob a curva (AUC) foi medida para cada pico do espectro
de CE da UFH digerida <com o cocktail de enzimas conforme
apresentado na Figura 11. O factor de resposta calculado para cada
sacarido conforme apresentado na Figura 6 foi wutilizado para
calcular a sua concentracdo relativa corrigida na digestdo por
enzima. A Ultima coluna dé& a percentagem do peso de cada bloco de
construcdo de UFH. Os sacdridos nédo sulfatados, que constituem < 2%
de UFH, nado sao levados em consideracdo na construcdo da tabela de
andlise de composicdo. Conforme aqui demonstrado, a construcéo
desta tabela de andlise de composicdo como demonstrada por este
método ¢ independente da concentracdo ou do peso da digestdo de

heparina analisada por CE.
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Exemplo 7: Determinacdo da eficdcia da acgdo anticoagulante

do anti-factor Xa mediada por AT-III da heparina: Correlacgio

entre IHyac, 6sGHys, 35,65 ©€ @ actividade anti-Xa

Introducdo

A quantificacdo do tetrassacdrido AHyac,ssGHys,ss,6s por CAM tem
um papel adicional em estimar a eficdcia da acgdo anticoagulante do
anti-factor Xa mediada por AT-III da heparina. O AUHyac,ssGHys,3s,65 €
uma parte do pentassacdrido de ligacdo a AT-III. A quantificacdo de
AUHyac, 6sGHys, 35,65 € uma medida da determinagdo da quantidade do
pentassacdrido de ligacdo a AT-III presente na heparina e, deste
modo, © mesmo auxilia na medicdo directa da anticoagulacao mediada
pelo anti-factor Xa da heparina que ¢ dependente do dominio do

pentassacdrido de ligacdo a AT-III da heparina.

Métodos

A UFH foi fraccionada por tamanho através de uma coluna de
exclusdo por tamanho P10. A andlise de composicdo fol realizada nas
fracgdes resultantes para estimar o seu teor de AUHyac,ssGHys,ss,6s-
Estas fraccgdes foram também testadas quanto a sua actividade anti-

factor Xa.

Resultados

Un grdfico da actividade do anti-factor Xa de fracgdes
diferentes como uma fungdo do seu AUHyac,6sGHys,3s,6s resulta numa
linha recta com r = 0,91, conforme apresentado na Figura 11. Isto
indica que a accédo anticoagulante mediada pelo anti-factor Xa das
heparinas pode ser medida directamente a partir do seu teor de

AUHyac, 6sGHys, 35,65 Os dados estdo também apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8

Amostra 1 2 3 4 5 ) 7
AUzs, Hages Al ys, HNsg AU, Hus, es AUzs, Hane AUy Hye A zgy Hype AUHwac, o5
i, 9 7,8 16,0 2,9 2,4 5 , v B
71,0 7,7 L3, U 2,8 1,5 ( g
1,5 7,8 10, f 9 2,7 ;o 2, ‘
71,3 7,5 16,3 8 2,8 s 2,0 8
77, ¢ 7,3 10,0 L& 2,8 5 L8 .7
72,2 7.5 9,2 .7 2,7 .5 7 .7

A Tabela 8 apresenta uma andlise de composicdo de UFH
realizada por CE de acordo com o protocolo indicado na Figura 11 e
Tabela 7 que pode ser utilizado para comparar de forma rigorosa
lotes diferentes de LMWH. A UFH foi digerida com 1 pL ou 5 uplL do
cocktail de enzimas (EC). Cada amostra foi digerida em duplicata e
cada digestdo foi analisada em duplicata por CE. Em todas as
amostras os picos dos sacdridos 1-8 tinham o mesmo tempo de
migracdo. A comparacdo da anadlise em duplicata da mesma amostra
(UFH 1/1 com UFH 1/2, UFH 2/1 com UFH 2/2 e UFH 3/1 com UFH 3/2)
demonstra que hd boa reprodutibilidade instrumental. A comparacao
de UFH 1/1 ou UFH 1/2 com UFH 2/1 ou UFH 2/2 demonstra que hd uma

variagdo minima de ciclo para ciclo.

A comparacdo de UFH digerida com 1 pL de EC com UFH digerida
com 5 pL de EC demonstra gque o aumento da quantidade de enzimas néo
muda o perfil do dissacdrido de forma aprecidvel demonstrando que a
digestdo exaustiva ¢é alcancada utilizando 1 uL de EC conforme

apresentado na Figura 11.
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Exemplo 8: Geracdo de Fracgdes de IMWH e caracterizacdo da

actividade biolégica

Métodos :

As fracgdes de LMWH de MS 57-1 até MS 57-4 e MS 59-1 até
MS59-4 foram preparadas tratando a UFH com 200 pg de Heparinase IIT
(conforme descrito acima) e passando o produto resultante por uma

coluna P10.

As fracgdes de LMWH de MSHh6-1 até MS56-4 foram preparadas
tratando a UFH com 1000 pg of Heparinase III e passando o produto

resultante por uma coluna P10.

As fraccgdes de LMWH de MS60-1 até MS 60-3 e de MS55-1 até MS55-4
foram geradas preparando a Fracgcdo 2 com 200 pg de Heparinase III e

passando o produto resultante por uma coluna P10.

As fracgbes de LMWH MS66-1 e MS66-2 foram preparadas tratando
a Fraccdo 2 com 1000 pg de Heparinase III e passando o produto

resultante por uma coluna P10.

A Fracgdo 1 é a heparina de peso molecular alto que é
precipitada mediante o tratamento da UFH com acetato de bario a
temperatura ambiente, conforme descrito na referéncia Volpi

descrita acima.
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Tabela § - Geracdo de Heparina de Peso Molecular/Carga/Propriedades Bioldgicas seleccionadas

¥étodo Arostra | Pesc | Peso D Froi-Xe | Arci TTa| ¥2/T7a | %oeso 1| % vesc 8| 5 peso 7| % peso 2| % peso 4| % pesc 2| 5 peso 6| % veso 7
| Molecular Thg | Zing
mécic
Tracgio 2 | 300 | < 000 00,0 | 530 |00 |48 1,8 1,1 |32 2,4 1,4 ]
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U1, e E R E I EE 3,0 0,7 .4 0,3 0,2 K
Wy v+ 20 (a0 [0 [ 20 |56 B |48 20 0,7 |6 0,5 0,4 5,8
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P10 r N T FERE X 16, 2,0 0, i
Mg 5- ERES 135 Boo |31 (Bl [ 5,8 T 0 0,5 24
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Hg30- TECEER 54 0 R Iy TR 0,8 0,2 K
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A Fraccdo 2 € a segunda fraccdao de um peso molecular mais
baixo que ¢é precipitada mantendo a heparina tratada com acetato
de bario a 4 °C. Esta € a fraccdo utilizada de acordo com os

métodos da invencao.

Foram medidos os perfis de absorcdo subcutdneos e in vivo
de MS55-2. 0O perfil de absorcado de MS55-2 foi comparado com ©
das LMWHs Ardeparina e FEnoxaparina disponiveis comercialmente. A
actividade anti-Xa das varias espécies de heparina também foi

testada quanto a sua actividade bioldgica in vitro.

Resultados:

A Tabela 9 proporciona a andlise de composicdo e funcional
das preparacdes de LMWH preparadas de acordo com a invencao e da
fracgdao de controlo 1. A tabela 1lista o peso molecular, a

actividade in vitro e a composicdo de varias fraccgdes.

A MSH5-2 apresentou farmacocinética muito semelhante a da
enoxaparina como fica evidente na fase compardavel de absorcdo e
eliminacadao, bem como Tq.x. A biodisponibilidade e concentracao de
pico foram compardveis entre todas as trés LMWHs testadas por
injeccado subcuténea. Quando administrada pela via IV, a
actividade anti-Xa inicial ¢é muito superior para a MS55-2 em
comparacgao com a Aredeparina. Uma vez mais, a biodisponibilidade
entre as duas LMWHs era quase idéntica. Tanto a ardeparina como
a MS55-2 exibiram diminuicdo exponencial na actividade anti-Xa
e, deste modo, a eliminacdo segue farmacocinética de primeira

ordem.

A actividade anti-Xa da MS55-2 foi observada como sendo de
205 IU/mg. Isto € superior as LMWHs, talis como a Enoxaparina
(135 1IU/mg), Ardeparina (93 IU/mg) que estdao actualmente
disponiveis nos Estados Unidos. 0Os resultados estdo também

apresentados na Figura 13.
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A memdria descritiva escrita precedente € considerada como
sendo suficiente para permitir gue um especialista pratique a
invencdo. A presente 1invengao e outras formas de realizacao
funcionalmente equivalentes encontram-se no ambito da invencgéo.
Varias modificacbes da invencao, para além destas aqui
apresentadas e descritas tornar-se—-ao evidentes aos
especialistas na técnica a partir da descricdo precedente e

enquadram—-se no ambito das reivindicacgdes apensas.

Lisboa, 22 de Junho de 20009.
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REIVINDICAGOES

1. Método para analisar uma amostra compreendendo:

a) aplicar uma restricdo experimental a um polissacarido
numa amostra para produzir um polissacdrido modificado
tendo um componente assinatura,

b) detectar a presenca do componente assinatura na amostra
como uma indicacdo de que o polissacarido estd presente
na amostra, e

c) determinar a presenca ou auséncia do componente
assinatura para analisar a amostra;
em que o componente assinatura € seleccionado de

AUHyac,esGHys, 357 AUHws, selbng, 305

AUHgar, eaGHye 2a, 607 AUHgs, ssGHus, 3¢, s

D
s

<
-
i
e
[
[¢3
n

-~

(]
B

=

AlosHus, ss ToaHus, ss THune, eaGHye, 25, 6957

[‘,\UgsH};:g_,A H\'H\,OC\JH\ 35,68+«
AUzsHys, s LseHus, 655 AlpgHys, s51

JAN S ?KH\\ safaHus IHN;\AC!55;@]}4511'133;

Hys, 6 GHus, 39, 63 LosHys 65, ome Hs, 6:GHys, 65T 2aHus, 65, ome ?

Hys, 65GHys, ¢ 2aHys, 65, 0127 &

AlHys, s8¢ AUHwac,ss ou AUHye, 23,68 -
2. Método de acordo com a reivindicacao 1, em gque o componente
assinatura tem uma actividade bioldgica conhecida.
3. Método de acordo com a reivindicagcdo 1, em que o componente

assinatura é biologicamente inactivo.



4. Método de acordo com a reivindicagcdo 1, em que a restricéao
experimental aplicada a amostra € electroforese capilar,
cromatografia ligquida de alta pressao, cromatografia por

permeacdo em gel ou ressondncia magnética nuclear.

5. Método de acordo com a reivindicacdao 1, em que a amostra é
um lote de polissacaridos e o componente assinatura ¢ utilizado
para monitorizar a pureza do lote determinando a quantidade do

componente assinatura no lote.

6. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que o método de
andlise € um método para monitorizar a presenca de componentes
activos na amostra, em que a presenca do componente assinatura

na amostra € indicativa de um componente activo na amostra.

7. Método de acordo com a reivindicacdao 3, em que o método de
andlise é um método para monitorizar a presenca de componentes
activos na amostra, em que a presenca do componente assinatura
na amostra € indicativa de uma amostra sem uma actividade

especifica.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 2, em que o método de
andlise & um método para determinar a quantidade de componentes
activos na amostra determinando a quantidade do componente

assinatura na amostra.

9. Método de acordo com a reivindicacdo 2, em gque o método &
realizado em pelo menos duas amostras e em que sao determinadas
as quantidades relativas do componente assinatura em cada uma
das pelo menos duas amostras, em que o nivel relativo mais alto

do componente assinatura € indicativo da amostra mais activa.



10. Método de acordo com a reivindicacao 2, gque compreende ainda
a utilizacdo do componente assinatura para identificar moléculas

biologicamente activas.

11. Método de acordo com a reivindicacado 10, em que o componente

assinatura € utilizado para rastrear uma biblioteca.

12. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o componente
assinatura é uma porcgao biologicamente activa de um

polissacarido.

13. Método de acordo com a reivindicacdo 12, em que a porcgao
biologicamente activa é um tetrassacarido do dominio de ligacao

a AT-III da heparina ou um tetrassacarido do dominio de ligacéo

ao FGF da heparina.

14. Método de acordo com a reivindicacdao 1, em gque a restricao
experimental aplicada a amostra ¢é digestdo com uma exoenzima,
digestdao com uma endoenzima, digestdao quimica, modificacao

qgquimica ou modificacgdo com uma enzima.

15. Método de acordo <com a reivindicacao 1, em que O
polissacarido na amostra ¢é comparado com a base de dados de
referéncia de polissacaridos de tamanho idéntico ao
polissacarido, em gque o0s polissacadridos da Dbase de dados de
referéncia também foram submetidos as mesmas restricdes
experimentais que o ©polissacdarido na amostra, em que a
comparacao proporciona uma andalise de composicao do

polissacarido da amostra.

16. Método de acordo com a reivindicacdao 1, em gue a amostra &
um produto farmacéutico, uma amostra bioldgica ou uma amostra de

sangue.



17. Método para avaliar a qualidade de uma amostra de

polissacarido compreendendo os passos de:

identificar um componente na amostra de polissacéarido, e
determinar um valor quantitativo da quantidade de componente,
em gue o valor quantitativo do componente € indicativo da
qualidade da amostra de polissacarido;

e em que o componente ¢é seleccionado de AUHuae,esGHyg, 23,505

AUHys, 63GHys, 35, 657 AUHyac, 65GHyg, 357 AUHys, 6aGHys, 35;
6CHug, esTostus, es THune, esGHys, 25,657
AUpcHya, esLoctng, sslosHng, s LHuac, 65GManss, css
ToaHus, seToaHus, oo THune, esGHye, 25, 5¢; AUzeHrs, eslzeHye, calBuac, s
sHus, eaLzsHue, 65 THuac, ssGManag eas AUzsHyg, s THuans
Iyslns, sstlnne, 52GHus, 35,637 AUzsHis, esIosHus, es AUzsHy

I o
FiNpc, saiaM rl"% [

zoHng, 65, 0Me;  OUHuws,seTosHus, se, e

e 5 /f‘_\U;;_'sHNgr_.gs; AtJagk

AHys, 35,65

18. Método de acordo com a reivindicacao 17, em que o método
envolve identificar pelo menos dois componentes na amostra de
polissacarido e determinar um valor quantitativo da gquantidade
de cada um dos pelo menos dois componentes para avaliar a

qualidade da amostra de polissacdarido.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o valor
quantitativo ¢é calculado como a area sob a curva guando a

amostra é processada por electroforese capilar.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o valor

quantitativo €& calculado como o factor de resposta.



21. Método de acordo com a reivindicacdao 18, em que o valor
quantitativo ¢é calculado como a percentagem da quantidade

relativa de cada fraccdo presente na amostra.

22. Método de acordo com a reivindicacado 21, em gque O passo de
calcular a percentagem da guantidade relativa de cada fraccéao
presente na amostra € determinado de acordo com a equacao
adiante:
PRA = RF x AUCgp

em que

PRA = percentagem da quantidade relativa de cada fracgdo

RF = factor de resposta

AUCsy = percentagem relativa AUC[ (100 x AUC:)/AUCy) ]

AUC. = Area sob a curva para um componente

AUCr = a soma da Area sob a curva para todos oS componentes.

23. Método de acordo com a reivindicacao 22, em que o calculo é
implementado por computador e € utilizado para gerar uma
estrutura de dados, tangivelmente incorporada num meio legivel
por computador, representando um valor guantitativo de um

componente de um polissacarido.

24. Método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 17, em dgque o0
polissacarido € um glicosaminoglicano, uma heparina de baixo
peso molecular, heparina, sulfato de heparano, uma heparina
preparada biotecnologicamente, uma heparina quimicamente

modificada ou uma heparina sintética.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 24, em que O

polissacarido é um glicosaminoglicano semelhante a heparina.

26. Método de acordo com a reivindicacdo 24, em que ©

polissacarido € uma heparina de baixo peso molecular.



27. Método de acordo com a reivindicacdao 1 ou 17, em gque O

componente assinatura € um dos picos correspondentes a qualquer

8 AUHys, ssGHis, 39,637 AUHwae, esGHye, 257 or

um de AUHNACI@igGE

Lisboa, 22 de Junho de 2009.
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