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RESUMO
“UTILIZACAO DE FUCANOS NO TRATAMENTO DE ADESOES, ARTRITE E
PSORIASE”

Composicdes, métodos e afins compreendendo fucanos,

como fucoidano, para o tratamento de adesdes cirurgicas,

artrite e psoriase.
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DESCRIGCAO
“UTILIZACAO DE FUCANOS NO TRATAMENTO DE ADESOES, ARTRITE E
PSORIASE”

A presente candidatura refere-se a wutilizacdo de um
fucano na preparacdo de um medicamento para o tratamento de
uma adesdo potencialmente no sitio de wuma doenca num

animal.

CONTEXTO

Uma adesdo cirurgica é um tipo de cicatriz que se
forma entre duas partes do corpo, habitualmente apds
cirurgia. As adesdes podem causar problemas graves. Por
exemplo, adesdes que envolvem os Orgdos reprodutores
femininos (ovarios, trompas de Faldépio) podem causar
infertilidade, dispareunia (relac¢des sexuais dolorosas) e
dor pélvica grave. As adesdes que ocorrem nos intestinos
podem causar obstrucdo ou bloqueio intestinal, e também
podem formar-se adesdes noutros locais, tais como em redor
do coracdo, coluna vertebral e na mdo. Para além de
cirurgia, as adesdes podem ser causadas por coisas tais
como endometriose, infeccdo, quimioterapia, radiacdo e

cancro.

As adesdes, bem como outras doencas relacionadas com a
angiogénese, como artrite e psoriase, podem durar semanas,
meses ou anos e requerem cuidados prolongados e
dispendiosos. Ver “Robbins Pathological Basis of Disease”,
de Cotran, R. S., Kumar, V., Robbins, S. L., pagina 75 (W.
B. Saunders Co., 1989). Essas doencas e estados podem
progredir para estados inflamatérios crbénicos com

consequéncias terriveis para o bem-estar mental e fisico do



paciente. Infelizmente, hé& poucas opcdes terapéuticas para
pacientes com adesdes cirGrgicas, artrite e psoriase.
Muitas vezes 0s pacientes sdo tratados com farmacos como
anti-inflamatérios esterdides ou ndo esterdides para
atenuar os sintomas das doencas. No entanto, estas terapias
podem né&o oferecer beneficios adequados a longo prazo e
estdo associadas a efeitos secunddrios graves se forem
utilizadas demasiado frequentemente (como ulceras gastricas
devido a anti-inflamatdérios ndo esterdides ou toxicidades
mais graves devido a utilizacdo excessiva de esterdides).
Outros farmacos mais potentes, antiproliferativos e/ou
antiangiogénicos, como  OS fdrmacos anti-cancerigenos
paclitaxel, metotrexato, doxorrubicina, camptotecina e
etoposido, ©poderdo oferecer modalidades agressivas de
tratamento, mas a utilizacdo destes farmacos contra doencas
que ndo constituem perigo de vida é limitada por

toxicidades e efeitos secundadrios indesejados.

Assim, ainda ndo fol satisfeita uma necessidade de
compostos, composicgdes, métodos e afins (incluindo
abordagens de distribuicdo) para o tratamento de uma ou
mais destas doencas, preferivelmente de forma mais eficaz
com poucos efeitos secundarios. Os presentes compostos,
composicdes, métodos, etc., proporcionam uma ou mais destas

vantagens.

RESUMO

A presente invencdo proporciona a utilizacdo de um
fucano na preparacdo de um medicamento para o tratamento de
uma adesdo potencialmente no sitio de wuma doenca num
animal. Os fucanos proporcionam um efeito terapéutico
significativo para esta doenca ao mesmo tempo que também

provocam poucos efeitos secundarios.



Numa especificacdo, o animal é um humano e/ou o fucano
é fucoidano. O sitio da doenca pode ser um sitio cirlGrgico
e o fucano pode destinar-se a distribuicdo directa, na
forma de uma composicdo, no sitio da doenca. O fucano pode
destinar-se a administracdo substancialmente continua no
sitio da doenca via libertacdo controlada a partir de uma
forma galénica polimérica, e a forma galénica polimérica
pode ser um filme, emplastro, pasta, microesfera, implante,
gel, pulverizacdo ou liquido. O fucano pode destinar-se a
administracdo como composicdo farmacéutica numa forma que
compreende pelo menos um de entre um creme, pasta,
excipiente 1injectdvel e polimero. (A menos gque seja
expressamente afirmado em contrdrio ou que seja claro do
contexto, todas as especificacdes, aspectos,
caracteristicas, etc., podem ser misturadas e emparelhadas,

combinadas e permutadas de qualquer maneira desejada.)

O fucano pode destinar-se a administracdo na forma de
uma composicdo farmacéutica que compreende o fucano e uma
quantidade terapéutica eficaz de pelo menos um farmaco
diferente. O féarmaco pode ser pelo menos um de entre
paclitaxel, doxorrubicina, camptotecina, etoposido,
mitoxantrona, metotrexato, menadiona, plumbagina, juglona,
beta-laperchona ciclosporina, sulfasalazina, esterdide,
rapamicina, retindide, docetaxel e colchicina,
oligonucledétido anti-sentido, ribozima e um inibidor de RNA
oligonucleotidico. A quantidade terapeuticamente eficaz do
fucano pode ser distribuida como parte de uma composicdo e
a composicdo pode compreender desde cerca de 0,1% até 35%,

5% até 50%, 20 - 80%, 80% até 100% p/v do fucano.

A composicdo também pode compreender pelo menos um

excipiente farmacéutico aceitavel, como Pluronic, celulose,



alginato, acrilato, &cido hialurdénico, polietilenoglicol,
excipiente injectédvel e quitosano. O fucano pode destinar-
se a administracdo oralmente, directamente no sitio da
doenca, via injeccdo no sitio da doenca, intra-ocularmente,
intraperitonealmente, intramuscularmente, intra-
articularmente, intraleséo, subcutaneamente, intra-
vaginalmente, rectalmente ou topicamente, ou consoante o

desejado de qualquer outra forma.

Artrite, @psoriase ou doencas angiogénicas do olho
podem ser tratadas por administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um fucano no sitio de uma

doenca.

Composicdes farmacéuticas podem compreender uma forma
galénica polimérica de wum fucano que compreende uma
quantidade terapéutica eficaz do fucano e pelo menos um
excipiente farmacéutico aceitéavel seleccionado do grupo que
consiste em Pluronic, alginato, acrilato, acido
hialurénico, polietilenoglicol, excipiente injectdvel e
quitosano. A forma galénica polimérica pode ser um filme,
pasta, microesfera, pulverizacéo, locéo, liquido ou
implante ou outra forma, consoante o} desejado. As
composicdes farmacéuticas também podem compreender uma
quantidade terapeuticamente eficaz de pelo menos um farmaco
diferente, como um oligonucledétido anti-sentido, ribozima e

um inibidor de RNA oligonucleotidico.

A adesédo pode ser uma adesédo cirurgica.

Estes e outros aspectos, caracteristicas e
especificacdes sdo apresentados nesta candidatura,
incluindo a Descricdo Pormenorizada seguinte e figuras em

anexo.



DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS

A Figura 1 é um grafico da inibicdo pelo fucoidano da
proliferacdo celular em sinovidécitos e células do masculo
liso apds 48 horas de exposicdo.

A Figura 2 é um grafico da inibicdo pelo fucoidano da
activacdo de neutrdéfilos induzida pelo éster de forbol
miristato (PMA).

A Figura 3 é uma fotografia que representa a inibicéo
prelo fucoidano da expressdo de colagenase e estromelisina a
uma concentracdo de 0,5% p/v sem inibicdo excessiva da
expressdo de proteoglicanos.

A Figura 4 é um gradfico da libertac¢do de fucoidano a
partir de um filme de etileno-acetato de vinilo.

A Figura 5 é um grafico da libertacdo de fucoidano a

partir de uma pasta de policaprolactona.

DESCRICAO PORMENORIZADA

A presente invencdo refere-se ao tratamento de adesdes
por inibicédo da proliferacéo celular, respostas
inflamatdérias e angiogénese utilizando os polissacdridos
sulfatados conhecidos como fucanos. Aparentemente, 0os
fucanos, como fucoidano, podem inibir a activacdo de
neutréfilos, inibir a libertacdo de enzimas inflamatdrias a
partir de células associadas a artrite e inibir a
angiogénese em membranas de pintos e adesdes cirlGrgicas.
Una vez que todas as células contém receptores que se ligam
a fucose, nalgumas especificacdes 0s fucanos sdo
distribuidos directamente no sitio da doenca para
proporcionar uma exposicdo substancialmente continua de
tecido-alvo aos fucanos (como fucoidano) wvia libertacédo
controlada a partir de formas galénicas poliméricas. Uma
vez que os fucanos podem ter mGltiplos efeitos in vivo (que

afectam, em particular, a trombina e o complemento do



sangue), a libertag¢do controlada de fucanos dirigida a
sitios é uma alternativa & administracdo sistémica que

poderd reduzir toxicidades hematoldgicas.

Em seguida discutir-se-4& genericamente fucanos,
adesbes, artrite e psoriase, depois discutir-se-do algumas
especificacdes da invencdo e subsequentemente fornecer-se-

do alguns exemplos.

Discussédo Genérica do Contexto de Fucanos, Adesdes, Artrite

e Psoriase

Fucanos

Os fucanos (incluindo fucoidano) sdo polissacaridos
sulfatados de elevado peso molecular extraidos de algas
castanhas. E relatado que estes compostos exercem multiplas
accgdes inibidoras in vivo e in vitro, incluindo os efeitos
antitrombina, antiproliferativo, anti-complemento, anti-
cancerigeno e anti-migracdo de neutrdéfilos. Os fucanos
podem bloquear varios acontecimentos de ligacgdo em
superficies celulares, incluindo ligacdo célula-célula,
através de moléculas de integrina-selectina, ou por ligacédo
de trombina ou complemento no sangue ou receptores de

fucose em superficies celulares.

Pensa-se que essa actividade seja responsavel por
propriedades anti-inflamatérias wvia (por exemplo) inibicédo
da ligacdo de 1linfdécitos ou neutrdfilos a células
vasculares endoteliais, que poderd prevenir a invaséo
destas células para um compartimento tecidual com
inflamacdo subsequente. Patankar, M. S., et al., J. Biol.
Chem. 268: 21770-21776 (1993); Brandley, B. K., et al., J.
Cell Biol. 105: 991-997 (1987). Estudos recentes também



mostraram que os Fucanos inibem a proliferacdo de células
vasculares do miusculo liso - Logeart, D., et al., Eur. J.
Cell Biol. 74: 376-384 & 385-390 (1997) - o que indica (mas
ndo demonstra) um possivel potencial anti-restenose destes
compostos. Foi mostrado que os fucanos sdo lentamente
interiorizados em células apds ligacdo na superficie a
células endoteliais e do misculo liso. Glabe, C. G., et
al., J. Cell Science 6l1l: 475-450 (1983); Logeart, D., et
al., Eur. J. Cell Biol. 74: 376-384 (1997).

Riou, D., et al., Anticancer Res., 16 (3A): 1213-1218
(1996); 1Itoh, H., Anticancer Res., 13 (6A): 2045-2052
(1993); Nishiro, T., et al., Thromb. Res., 62: 765-773
(1991); Blondin, C., et al., Mol. Immunol., 31: 247-253
(19%4); Patankar, M. S., et al., J. Biol. Chem., 268:
21770-21776 (1993). No Japdo, o fucoidano extraido de
varias algas ¢é comercializado como alimento-satde. O
fucoidano foi proposto como cosmético ou agente dérmico. JP
01031707 e JP 01085905. Foi relatado que o fucoidano é um
potencial agente anti-cancerigeno. Riou, D., Anticancer
Res., 16: 3a 1213-18 (19%6); Itoh, H., et al., Anticancer
Res., 15: 5b 1937-47 (1995). Foi relatado que o fucoidano
ndo inibe a angiogénese in vitro. Soeda, S., et al.,
Biochim. Biophysica Acta 1: 127-134 (2000) . De modo
semelhante, verificou-se que o fucoidano estimula a
proliferacdo de células HUVE (in vitro) induzida por soro,
indicando um possivel efeito prdé-angiogénico (apesar da
inibicdo ter sido possivel quando estava presente factor de
crescimento de fibroblastos). Giraux, J., et al., Eur. J.
Cell Biol. 77 4: 352-9 (1998). Estudos também mostraram que
os Fucanos inibem a ligacdo da monocamada de células
endoteliais. Glabe, C. G., J. Cell Science, 61: 475-490

(1983). Uma vez que as células que constituem os capilares



sdo células endoteliais, este relato indica que, in vitro,
alguns aspectos da adesdo celular poderdo ser inibidos, mas
estes dados ndo demonstram nenhum efeito antiangiogénico in
vivo do fucoidano. Foi relatado que o fucoidano inibe a
ligagdo de Helicobacter a células gastricas, dando a
entender um efeito anti-ulceras gastricas. Shibat, H. J.,

Nutr. Sci. Vitaminol. 45: 325-336 (1999).

E relatado que outros polissacdridos sulfatados,
incluindo tipos ramificados e lineares, tém actividade
anticoagulante diferencial. Pereira, M. S., J. Biol. Chem.
12: 7656-67 (1999). Foi relatado que o sulfato de dextrano
e derivados inibem o crescimento de células cancerosas -
Bittoun, P., Carbohydrate Res. 3-4: 247-255 (1999) - e tém
efeitos anticoagulantes - Mauray, S., J. Biomat. Sci. Poly.
Ed. 9: 373-87 (1998). Os polissacaridos sulfatados foram
propostos como agentes antivirais para utilizacdo, por

exemplo, contra SIDA. EP 00293826; JP 01313433.

Adesodes

A formacdo de uma adesdo é um processo complexo no
qual tecidos que normalmente estédo separados no Ccorpo
crescem na direccdo um do outro. As adesdes cirurgicas
(também conhecidas como adesdes pdés-cirurgicas)
desenvolvem-se a partir da resposta de cicatrizacdo de
feridas dos tecidos ao traumatismo, que, noutras
circunstdncias, seria normal, e ocorrem em mais de dois
tercos de todos o©os pacientes submetidos a <cirurgia
abdominal. Ellis, H., Surg. Gynecol. Obstet. 133: 497
(1971); Wiebel, M.-A., e Majno, G., Am. J. Surg. 126: 345
(1973). As consequéncias destas adesdes sdo variadas e
dependem do sitio cirtGrgico envolvido. Problemas podem

incluir dor, infertilidade, obstrucdo dos intestinos e



mesmo um risco acrescido de morte apds cirurgia cardiaca.
diZerega, G. S., Prog. Clin. Biol. Res. 381: 1-18 (1983);
diZerega, G. S., Fertil. Steril. 61: 219-235 (1994);
Dobell, A. R., Jain, A. K., Ann. Thorac. Surg. 37: 273-278
(1984) .

O processo de formacao de uma adesdo envolve
inicialmente o estabelecimento de uma rede de fibrina e
reparacdo de tecido normal. O processo de reparacdo normal
permite a fibrindlise juntamente com a reparacdo
mesotelial. No entanto, na adesdo cirurgica, a formacdo da
matriz de fibrina amadurece a medida que fibroblastos
proliferam para o interior da rede e ocorre angiogénese, 0
que resulta no estabelecimento de uma adesdo organizada num
periodo de 3 até 5 dias. Buckman, R. F., et al., J. Surg.
Res. 21: 67-76 (1976); Raferty, A. T., J. Anat. 129: 659-
664 (1979).

Os processos inflamatdérios incluem activacdo de
neutréfilos nos tecidos traumatizados, deposicdo de fibrina
e ligacdo de tecidos adjacentes, invasdo de macrdfagos,
proliferacdo de fibroblastos para a &rea, deposicdo de
colagénio, angiogénese e o estabelecimento de tecidos de
adesdo permanente. Presentemente, as terapias preventivas
incluem prevencdo da deposicdo de fibrina, reducdo da
inflamacdo (farmacos anti-inflamatdérios esterdides e néo

esterdides) e remocdo de depdsitos de fibrina.

Tentativas interventivas para prevenir a formacdo de
adesbes pobds-cirurgicas tém incluido a utilizacdo de
técnicas de hidroflutuagcdo ou dispositivos que formam
barreiras. A hidroflutuacdo envolve a instilacdo de grandes

volumes de solugcdes de polimeros, como dextrano — Adhesion
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study group, Fertil. Steril. 40: 0612-619 (1983) - ou
carboximetilcelulose - Elkins, T. E., et al., Fertil.
Steril. 41: 926-928 (1984) - no espaco cirurgico, numa

tentativa para manter os 6rgdos separados. Membranas que
formam Dbarreiras sintéticas constituidas por <celulose
regenerada oxidada (Interceed™), politetrafluoroetileno
(membrana cirGrgica Gore-tex) e membranas completamente
reabsorviveis constituidas por uma combinacdo de A&cido
hialurdénico/carboximetilcelulose (HA/CMC) modificados
(Seprafilm™) também tém sido wutilizadas para reduzir a
formacédo de adesdes pds-cirtrgicas em animais e humanos.
Burns, J. W., et al., Eur. J. Surg. Suppl. 577: 40-48
6:

(1997); Burns, J. W., et al., Fertil. Steril. 6 814-821

(1996); Becker, J. M., et al., J. Am. Coll. Surg. 183: 297-
306 (1996). O éxito destas membranas de HA/CMC pode derivar
da sua capacidade para proporcionar separacdo de tecidos
durante o processo de cicatrizacgdo da ferida peritoneal,
quando se formam adesdes. Foi observado que as membranas
formam um revestimento viscoso limpido no tecido danificado
durante 3 - 5 dias apds a aplicacdo, um periodo de tempo
que é compativel com a duracdo da formacdo de adesbes pds-
cirtrgicas. Ellis, H., Br. J. Surg. 50: 10-16 (1963). A
administracdo intraperitoneal de agentes anti-
inflamatérios, como dexametasona ou corticosterdides,
originou inibic¢do pequena da formacdo de adesdes. diZerega,

G. S., Fertil. Steril. 61: 219-235 (1994); Hockel, M., Ann.
Chir. Gynecol. 76: 306-313 (1987).

Artrite

A artrite, como artrite reumatdide (RA), é uma doenca
inflamatéria crénica debilitante que afecta quase 2% da
populacdo mundial. Este estado caracteriza-se por dor,

inchaco, proliferacdo de células sinoviais (formacdo de



11

pannus) , angiogénese e destruicéo de tecido de
articulacdes. No estado avancado, ¢é frequente a doenca
danificar o6rgdos criticos e pode ser fatal. A doencga
envolve miltiplos membros do sistema imunoldgico
(macréfagos/mondcitos, neutrdfilos, células B e células T),
interaccdes de citoquinas complexas e disfuncéo e
proliferacdo de células sinoviais. Um tratamento agressivo
inicial é agora recomendado com fdrmacos anti-reumdticos
modificadores da doenca (DMARDS), como metotrexato, e
combinacdes com ciclosporina ou azatioprina. Arthritis and

Rheumatism, 39(5): 713-722 (199¢0).

A artrite induzida por cristais afecta quase 1% da
populacdo e caracteriza-se por activacdo induzida por
cristais de macrdéfagos e neutrdéfilos nas articulacdes,
seguindo-se uma dor excruciante durante muitos dias. A
doenca progride de modo tal que os intervalos entre
episédios se tornam mais curtos e a morbidez do paciente
aumenta para niveis inaceitédveis. Esta doenca é geralmente
tratada de forma sintomdtica com NSAIDS. Para uma discusséo
mais pormenorizada da patofisiologia desta doenca e outras
formas de artrite inflamatéria ver McCarty et al.,
“Arthritis and Allied Conditions” de Lea e Febiger,

Filadélfia 1495 (1985).

Psoriase

A psoriase é uma doenca de pele inflamatéria crénica
comum caracterizada por lesdes aumentadas, mails grossas e
escamosas que fazem comichdo, queimam, picam e sangram
facilmente. Mais de 2% dos americanos sofrem de psoriase e
é frequente os pacientes apresentarem estados de artrite
concomitantes. A causa da doenca € desconhecida e,

presentemente, n&c h& nenhuma cura para a doenca. HA&
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evidéncias que suportam o conceito de uma doenga autoimune.
A doenca também é caracterizada por activacéao de

neutrdéfilos, proliferacdo celular e angiogénese.

As células da pele podem seguir duas vias de
crescimento, © crescimento normal ou cicatrizacdo de
feridas. No crescimento normal, as células sdo criadas na
camada basal e movem-se, através da epiderme, para a
superficie da pele. As células mortas s&o removidas da
superficie a mesma velocidade que se formam células novas
por baixo. Durante a cicatrizacdo de feridas sé&o
desencadeados o0s processos de crescimento e cicatrizacdo
acelerados, o que resulta em renovacdo rapida de células da
pele, provisdo de sangue acrescida e inflamac&do. Nalguns
aspectos, a psoriase é um processo exagerado de
cicatrizacdo de feridas. Se a pele ndo remover as células
da pele (queratindcitos) t&o rapidamente qguanto séo
formadas, entdo pode ocorrer acumulacdo. Isto pode conduzir
a lesbes escamosas e angiogénese (para aumentar a provisdo
de sangue). Ao mesmo tempo, linfdécitos, neutrdfilos e
macréfagos podem criar ferimento, inchaco e inflamacdo. As
presentes terapias com farmacos incluem a utilizacdo de
agentes anti-inflamatérios esterdides e ndo-esterdides para
tratar sintomas inflamatérios. Também sdo utilizados
metotrexato e ciclosporina, com pequena eficéacia.
Presentemente, o custo do tratamento de psoriase nos E.U.A.

é superior a 3 mil milhdées de ddlares por ano.

Discussédo Geral

A  presente invencdo proporciona a utilizac&o de
fucanos (incluindo respectivos derivados e andlogos) no
fabrico de um medicamento para o tratamento de adesdes

cirtrgicas (em que tratamento, tal como é utilizado aqui,
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inclui o tratamento de estados existentes e a inibicdo de

estados potenciais). Como demonstrado nos Exemplos abaixo,
0s fucanos (e, em particular, fucoidano) inibem a
proliferacdo celular, respostas/acontecimentos

inflamatédrios e angiogénese, incluindo, por exemplo, em

adesbes cirurgicas.

Numa especificacdo, os fucanos, como fucoidano, sédo
utilizados para inibir ou prevenir a angiogénese. Noutra
especificacdo, os fucanos, como fucoidano, sdo utilizados
para inibir ou prevenir a activacdo de células
inflamatérias, de modo que as células que iniciam respostas
inflamatérias nesses sitios de doenca possam ser inibidas.
Isto é importante, por exemplo, uma vez que muitas doencgas,
tais como, por exemplo, osteocartrite, nao estdo
necessariamente associadas a acumulacdo de células
inflamatérias nos sitios da doenca. Assim, essa utilizacédo
de fucanos pode inibir ou prevenir a activacdo mais
induzida das células residentes macréfagos, neutrdéfilos e
outras células iniciadoras de inflamacdo, gque causa Os
efeitos crénicos indesejados da doenca. Essas actividades

de fucanos aplicam-se aqui a adesfes cirUrgicas.

Numa especificacdo desta invencéo, 0s fucanos,
incluindo respectivos derivados e andlogos, podem ser
formulados numa composicdo de libertacdo controlada de modo
a proporcionar concentracdes eficazes prolongadas do agente
a ser distribuido em sitios de doenca. Noutra
especificacdo, o fucoidano ¢é utilizado no tratamento de
adesbes cirGrgicas. Apresentam-se exemplos aqui. Esses
exemplos demonstram a acg¢do inibidora do fucoidano contra
condrécitos primérios (células envolvidas em artrite

reumatéide) derivados de cartilagem fresca. Isto indica que
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o agente tem potencial como agente anti-artritico. Em
particular, a capacidade aparente do fucoidano para inibir
a producdo de colagenase e estromelisina oferece abordagens
terapéuticas em que a libertacdo destas e/ou doutras

metaloproteinases causa problemas clinicos.

Noutras especificacdes, o fucoidano pode ser utilizado
em combinacdo com outros agentes terapéuticos para permitir
uma boa eficdcia contra o processo da doenca com baixa
toxicidade. Por exemplo, no tratamento de adesbes

cirtrgicas, farmacos antiproliferativos potentes, como

doxorrubicina, camptotecina, etoposido, mitoxantrona,
metotrexato, menadiona, plumbagina, juglona, beta-
laperchona ciclosporina, sulfasalazina, esterdides,

rapamicina, retindides, paclitaxel, docetaxel, colchicina e
outros inibidores de microtubulos, e outros andlogos e
derivados destes, podem ter toxicidades indesejadas a
concentracdes do farmaco necessdrias para a inibicdo de
processos de adesdo sem a presenca de fucanos, mas podem
ser Utelis a concentracdes mais baixas em combinacdo com

fucanos, como fucoidano, para obter resultados desejados.

Noutra especificacdo é proposto que o préprio fucano
possa ser a forma galénica do agente. Por exemplo, o0s
fucanos podem ser configurados em filmes finos que podem
ser colocados directamente numa Area de traumatismo
cirtrgico, de modo que a dissolucdo lenta do fucano expde
os tecidos a uma concentrac¢do prolongada e eficaz do
agente. De facto, essa formulacdo pode actuar como um
sistema de distribuicéo de farmacos de libertacédo
controlada para si préprio (como agente activo) ou para
outros agentes (como paclitaxel) que podem ser introduzidos

na formulacdo. Os fucanos também podem ser configurados em
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pastilhas, <cépsulas, microesferas, pastas, géis, pods,
aerossdis, ou ser administrados oralmente, rectalmente,

como um sélido ou como uma solucédo.

Em geral, 0s fucanos podem ser administrados
isoladamente ou como parte de uma composicdo por aplicacédo
ou injeccdo na forma de uma pasta, gel, pulverizacdo,
particulas, filme, solucéo, liquido, locéo, creme ou
implante. Vias e sitios de administracdo incluem oralmente,
sistemicamente, intra-ocularmente, subcutaneamente,
intraperitonealmente, intramuscularmente, intra-
articularmente, intralesdo, intravaginalmente, rectalmente
ou topicamente, tal como num emplastro. Em certos casos,
estas vias também podem ser o sitio proposto de accdo do
fucano ou forma galénica de combinacdo fucano-fadrmaco. A
quantidade terapeuticamente eficaz do fucano pode ser
distribuida como parte de uma composicdo e pode compreender
5% até 50%, 20 - 80%, 80% até 100% p/v da composicdo. Os
fucanos podem ser apresentados em recipientes ou
receptédculos adequados, que, por sua vez, podem ser
apresentados em estojos e também podem ser apresentados com
uma etiqueta, preferivelmente uma etiqueta aprovada por uma
entidade governamental regulamentadora apropriada, como a

Food and Drug Administration nos Estados Unidos da América.

Para o tratamento de adesdes, os fucanos ou
composicdes que contém fucanos podem ser aplicados
directamente no sitio da doenca ou cirtGrgico na forma de
uma solucdo, particulas, suspensdo, filme, pasta, gel,
pulverizacdo, liquido, 1locgdo, implante ou outra forma
desejada. As adesbdes também podem ser tratadas pela

distribuicdo sistémica do fucano utilizando administracdo
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intravenosa, subcuténea, intramuscular, intraperitoneal,

oral ou outras vias de administracdo, consoante o desejado.

Os fucanos podem ser utilizados para o tratamento de
doencas angiogénicas do olho. Por exemplo, a retinopatia
diabética é uma complicacdo da diabetes que potencialmente
conduz a cegueira que danifica os wvasos sanguineos da
retina, seguido do crescimento de novos vasos sanguineos
(angiogénese) que causa vis&o enevoada ou destruicéo
retiniana. A degeneracdo macular é causada pela invasdo de
novos vasos sanguineos por baixo da retina e é a principal
causa de cegueira nos E.U.A. e Europa, com 200 000 novos
casos por ano nos E.U.A. e apenas 15% desses podem ser
tratados com terapias laser correntes. Pode proporcionar-se
uma abordagem farmacoldgica ao tratamento destas doencas
utilizando os métodos e composicdes discutidos aqui
adaptados para utilizacdo no olho. Por exemplo, os fucanos
podem ser aplicados directamente na superficie ou
injectados no olho. Modificacgdes desses sistemas incluem
formagcdo quimica de ligagdes cruzadas para abrandar a
velocidade de dissolucdo da forma galénica, ou mistura com
outros excipientes, como Pluronics, alginatos, acrilatos,
celulose, &cido hialurdnico, polietilenoglicdis, quitosano,
incluindo respectivos andlogos e derivados, e numerosos
agentes de formulacdo diferentes farmaceuticamente

aceitaveis.

Noutra especificacdo da invencdo, os fucanos formam um
gel aquoso com carga com excipientes com carga positiva,
tais como, ©por exemplo, quitosano ou poli-l-lisina.
FArmacos tais como, por exemplo, um oligonucledtido anti-
sentido, ribozima e inibidor de RNA oligonucleotidico,

podem ser incorporados nesse gel para aplicacdo no sitio de
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uma doenca. Alternativamente, esse gel que contém farmaco,
ou o farmaco dissolvido numa solucdo do fucano, pode ser
seco e triturado em particulas. Estas particulas podem ser
seguidamente aplicadas no sitio de uma doenca de modo a
actuarem como uma forma galénica de libertacdo controlada,
ou as particulas ©podem actuar como um agente de
transfeccdo, uma vez que os fucanos ligados na superficie
sdo recolhidos em células. A aplicacgdo dessas particulas
pode ser suplementarmente facilitada utilizando excipientes
farmaceuticamente aceitdveis, tais como Pluronics,
celulose, alginatos, acrilatos, acido hialurédénico,
polietilenoglicdéis, quitosano, excipientes injectéveis,
incluindo respectivos andlogos e derivados, e numerosos

veiculos de base polimérica.

No que se refere a transfeccdo e a utilizacdo de
fucanos com agentes de sequéncias de acidos nucleicos, a
drea em progressdo da medicina conhecida como terapia
genética estd restringida por questdes de distribuicido de
farmacos em que a captacdo celular de fragmentos de genes
ou cadeias de &cidos nucleicos, tais como oligonucledtidos,
incluindo ribozimas, nucledétidos anti-sentido e inibidores
de RNA oligonucleotidicos, poderd estar inibida devido a
carga e elevado peso molecular destes compostos.
Recentemente foi proposta a utilizacdo de microparticulas
(como fosfato de célcio), que contém o gene ou &cidos
nucleicos, como agentes de transfeccdo de modo que se
liguem & superficie celular e sejam recolhidas por
endocitose ou invaginacdo, resultando na entrada celular do
gene ou acido nucleico. A maior parte das células contém
receptores de fucose na superficie membranar. A presente
invencdo proporciona a utilizacdo de fucanos como agentes

de transfeccdo para cadeias de 4acidos nucleicos. Numa
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especificacdo, a cadeia de acido nucleico pode ser ligada
ou encapsulada no interior de uma microparticula de
fucoidano e a particula pode ser submetida a formacdo
quimica de ligag¢des cruzadas, para inibir a dissolucédo

antes da aplicacdo no sitio das células-alvo.

Os fucanos, isoladamente ou em combinacdo com outros
fdrmacos, podem ser utilizados em combinacdo com materiais
implantados no corpo. Estes materiais podem incluir
numerosos dispositivos médicos, tais como cateteres,
derivacdes, membranas, prdteses, esponjas, materiais de
enchimento, articulacdes e respectivas partes de
substituicdo artificial e outros implantes relacionados com
a ortopedia. Esses implantes podem conter ou podem ser
revestidos com fucanos, isoladamente ou em combinacdo com

outros fadrmacos e excipientes.

A  menos que indicado em contrario, excepto nas

W ”

reivindicacdes, a utilizacdo de “ou” inclui “e” e vice-
versa. Termos ndo limitadores ndo devem ser considerados

limitadores a menos que expressamente afirmado ou que o

contexto indique claramente o contrdrio. (Por exemplo,
“incluir”, “ter” e “compreender” indicam tipicamente
“incluir sem limitacdo”.) Formas singulares, incluindo nas

A\ 7 A\ 7”7 A\ 7”7 AN
um”, “uma”,

reivindicacdes, tais como o” e “a incluem a

”
4

referéncia plural a menos que expressamente afirmado ou que

o contexto indique claramente o contrario.

EXEMPLOS
Exemplo 1: O Efeito do Fucoidano na Proliferacdo de

Sinovidécitos e Células do Musculo Liso In Vitro
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Determinou-se a proliferacdo utilizando o ensaio de
proliferacdo/citotoxicidade do sal Dbrometo de dimetil-

tiazolodifeniltetrazdlio (MTT).

No dia um, 1500 - 2000 células do misculo liso (aorta
tordcica embriondria de rato A7r5) ou sinovidcitos (coelho
HIG.82) foram plagqueadas, por cavidade, numa placa de 96
cavidades, deixando a primeira coluna sem células (ensaio
em branco). A placa foi colocada na incubadora a 37°C, COs.
No dia seguinte adicionou-se fucoidano em varias
concentracdes. Ndo se adicionou fucoidano & primeira coluna
(ensaio em branco) nem a segunda coluna (coluna ndo
tratada) para o controlo. As células foram expostas durante
48 horas. No final do periodo de exposicdo adicionaram-se
50 puL de sal brometo de dimetiltiazolodifeniltetrazélio
(MTT), dissolvido em meio, e deixou-se o sistema incubar
durante 4 horas a 37°C. Seguidamente, o meio foi aspirado e
adicionaram-se 200 puL de dimetilsulféxido (DMSO). Agitou-se
a placa durante 30 minutos e leu-se a absorvancia a 562 nm.
A medicdo da densidade o6ptica foi convertida em nUmero de
células utilizando um grafico padrdo de densidade o6ptica
com numero de células conhecido, e a viabilidade celular
foi expressa em % de crescimento (este valor é a % em

comparacdo com as células de controlo).

Como mostrado na Figura 1, o fucoidano induziu uma
inibicdo dependente da concentracdo da proliferacdo celular
apdés 48 horas de exposicdo para sinovidcitos e células do
misculo liso. As concentrag¢des inibidoras que originaram
50% de efeito na proliferacdo (IC50) foram 15 puM e 6 uM,

respectivamente.
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Exemplo 2: O efeito do fucoidano na quimioluminescéncia de

neutrdéfilos induzida por éster de forbol miristato (PMA)

Nesta experiéncia incubaram-se neutréfilos humanos
preparados de fresco com fucoidano a 0,5% p/v, seguida de
estimulacdo das células com o PMA. A estimulacdo (ou
activacéo) das células induziu a geracdo de anido
superbdéxido, que foi possivel medir pela emissdo de luz
(quimioluminescéncia) . Em seguida, determinou-se a inibicgéo
da funcéo dos neutréfilos pela inibicédo da
quimioluminescéncia. Ao longo do estudo utilizou-se solucgéo
salina tamponada de Hank (HBSS) pH 7,4. Todos os compostos
quimicos foram adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO) , a menos que afirmado em contrdrio. Todas as
experiéncias foram realizadas a 37°C. Os neutréfilos foram
preparados a partir de sangue humano completo citrado
recolhido de fresco. Em resumo, 400 mL de sangue foram
misturados com 80 mL de dextrano T500 4% (Pharmacia LKB,
Biotechnology AB Uppsala, Suécia) em HBSS e deixados
assentar durante 1 hora. 0 plasma foi recolhido
continuamente e 5 mL foram aplicados em 5 mL de Ficoll
Pagque (Pharmacia) em tubos de polipropileno de 15 mnL
(Corning, N.I.). Apds centrifugacdo a 500 x g durante 30
minutos, dos grédnulos de neutrdéfilos eliminaram-se por
lavagem os eritrécitos com 20 s de choque hipotdnico. Os
neutrdéfilos foram novamente suspensos em HBSS, mantidos em
gelo e utilizados para experiéncias num periodo de 3 horas.
A viabilidade e ©pureza dos neutrdéfilos foram sempre

superiores a 90%.

As células foram incubadas com varias concentracdes de

fucoidano durante 15 minutos a 37°C antes da adicdo do PMA.
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Realizaram-se estudos de quimioluminescéncia a uma

concentracdo de células de 5 x 10° células por mL em HBSS

com PMA a 0,5 puM. Adicionaram-se aos tubos 10 puL de luminol
dissolvido em DMSO 25% em HBSS, para originar uma
concentracdo final de 1 mM, e as amostras foram misturadas
para iniciar a activacdo de neutrdéfilos. A quimio-
luminescéncia foi monitorizada wutilizando um Lumindémetro
LKB (Modelo 1250) a 37°C com agitacdo imediatamente antes
das medicdes. 0Os tubos de controlo continham c¢élulas,

fucoidano e luminol.

0 fucoidano inibiu fortemente a activacdo de
neutréfilos induzida por PMA, como mostrado na Figura 2. Os
dados referem-se a trés incubacgdes separadas de PMA-
neutrdéfilos. Estes dados demonstram um efeito anti-

inflamatdério do fucoidano.

Exemplo 3: O efeito do fucoidano na expressdo do gene da
colagenase e do gene da estromelisina induzida por IL-1 em

condrdbécitos

Neste ensaio medem-se os niveis de RNA para duas
metaloproteinases, colagenase e estromelisina. A super-
expressdo destes genes resulta na secrecdo destas duas
enzimas a ©partir de condrdécitos articulares e pode
representar parte da patofisiologia da artrite reumatdide.
Os agentes que inibem a super-expressdo da colagenase e
estromelisina s&o potenciais agentes anti-artriticos. Este
potencial anti-artritico pode ser atenuado se o agente
também inibir significativamente a expressdo de genes de
proteoglicanos. A expressdo de genes de proteoglicanos faz
parte da fisiologia normal dos condrécitos. Uma cultura de

condrécitos primadrios foi isolada de fresco de cartilagem
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de vitelo. As células foram plaqueadas (a 2,5 x 10°/mL) em
placas de cultura 100 x 20 mm e foram incubadas em meio F12
de Ham, que continha soro fetal de bovino (FBS) 5%, durante
a noite a 37°C. As células foram privadas de nutrientes com
meio sem soro durante a noite. As células foram pré-
tratadas com camptotecina, a concentracdes de 107 M, 107’ M
e 10® M, durante 6 horas. Depois adicionou-se IL-1 (20
ng/mL) a cada placa e as placas foram incubadas durante 18
horas adicionais. Isolou-se RNA total pelo método de
isotiocianato de guanidina acidificado, tendo sido sujeito

a electroforese num gel desnaturado. As amostras de RNA

desnaturado (15 upg) foram analisadas por electroforese em
gel num gel de desnaturacdo 1%, foram transferidas para uma
membrana de nylon e hibridizadas, respectivamente, com a

sonda de cDNA de colagenase etiquetada com 32

P, sonda de
cDNA de estromelisina etiquetada com P, sonda de cDNA de
proteoglicanos etiquetada com °*?P e cDNA de gliceraldeido

2p. 0Os niveis

fosfato desidrogenase (PAGDH) etiquetado com
de PAGDH actuaram como padrdo interno, para assegurar uma
carga aproximadamente igual. Os resultados experimentais em
filmes de raios X foram submetidos a varrimento e

analisados com HP ScandJet.

O fucoidano inibiu completamente a expressdo de
colagenase e estromelisina a uma concentracdo de 0,5% p/v
sem inibicdo excessiva da expressdo de proteoglicanos, como
mostrado na Figura 3. A uma concentragdo de 0,1% p/v
observou-se inibicdo potente da expressdo de colagenase e
estromelisina sem qualquer efeito inibidor na expressdo de
proteoglicanos. Estes dados demonstram um efeito anti-

inflamatdério do fucoidano.
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Exemplo 4: O efeito do fucoidano na angiogénese na membrana

coriocalantdéica do embrido de pinto (ensaio CAM)

Obtiveram-se ovos de galinha fertilizados de uma
incubadora local, tendo sido colocados numa incubadora com
um rotor automatico a 37°C durante 3,5 dias antes da

abertura das cascas dos ovos.

Folhas de papel encerado esterilizado foram colocadas
na janela que foi criada no espaco aéreo e foram utilizadas
para prevenir a contaminacdo e desidratacdo do contetudo dos
ovos. Estas folhas, que mediam 4 cm x 4 cm, foram
esterilizadas pulverizando-as com etanol 70% e permitindo
que secassem na bancada de fluxo laminar. Passados trés
dias, os ovos foram rodados manualmente na incubadora de
modo que a sua extremidade mais pontiaguda ficasse wvirada
para cima durante 5 - 10 minutos, para permitir a separacéo
do contetdo do ovo da membrana interna. Utilizando etanol
70% e Kimwipes, toda a casca do ovo foi limpa, para ajudar
a limpeza e higienizac&do do exterior do ovo. Dentro de uma
bancada de fluxo laminar, o ovo foi mantido com a
extremidade arredondada para cima e fez-se um orificio na
extremidade arredondada do ovo partindo cuidadosamente a
casca com a extremidade de pincas. Os restos da casca foram
cuidadosamente removidos com pincas, para formar um
orificio na extremidade arredondada. Fez-se este orificio
circular com um didmetro de 2 até 3 cm sem danificar a
membrana interna. Depois de criado o orificio na casca, a
membrana interna da casca (que alberga o contetudo do ovo)
foi suavemente inclinada e removida utilizando as pincas,
tendo o cuidado de ndo danificar a membrana coriocalantdica
(CAM) (que alberga a gema e o embrido de pinto em

desenvolvimento) .
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Em seguida, o orificio foi recoberto com a folha de
papel de cera de parafilme esterilizado esticando
suavemente o parafilme e colocando em redor do orificio. O
ovo foi entdo colocado no suporte para ovos na incubadora
(37°C) e foi posicionado de modo a evitar rotacdo. Passados
6 dias, cada ovo foi removido da incubadora um por um
(extremidade arredondada para cima) e o parafilme que
cobria a janela foi removido para aceder directamente a
CAM, cuja origem se situa no tracto digestivo posterior do
embrido. Prepararam-se grdnulos de poli (épsilon-
caprolactona) (PCL) carregada com fucoidano fundindo PCL a
60°C e combinando fisicamente o fucoidano no PCL, e
permitindo o endurecimento dos grdnulos por arrefecimento
para a temperatura ambiente. Os grdnulos de fucoidano foram
colocados no leito capilar em crescimento da CAM. Em
seqguida, o contetdo do ovo foi novamente selado com a folha
de parafilme e foi novamente colocado na incubadora a 37°C.
Passados mais 2 dias registou-se a andlise da rede vascular
da CAM (48 horas depois de colocar o farmaco no leito
capilar da CAM). Classificou-se o efeito do farmaco na CAM
utilizando uma escala avascular, que pontua o efeito do
farmaco como 0, 1, 2 ou 3. Os valores da escala avascular

descrevem o seguinte:

0 Sem actividade anti-angiogénica

1 Reducdo de microvasos

2 Pequena zona avascular com a dimensdo do grénulo do
farmaco (2 mm de did&metro)

3 Zona avascular que mede 4 — 5 mm de didmetro

O fucoidano inibiu a angiogénese de forma potente na
CAM, como mostrado na Tabela 1. Concentracdes de fucoidano

tdo baixas quanto 2% p/p em PCL inibiram parcialmente ou
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completamente a angiogénese em 4 ou 2 CAMs,

respectivamente.

Tabela 1: Actividade Anti-angiogénica do Fucoidano. O
nimero em cada coluna mostra o numero de ovos (CAMs) que

exibem inibicdo da angiogénese nula, parcial ou maxima.

Concentracdo do Farmaco Actividade Anti-angiogénica

Nula (0) | Parcial (1-2) | Maxima (3)

Fucoidano 2,0% - 4

Fucoidano 5,0% -

W] BN

1
Fucoidano 15,0% - 2
2

Fucoidano 30,0% -

Controlo 11 = -

Estes dados demonstram uma actividade anti-angiogénica
do fucoidano e mostram que uma formulacdo polimérica de
fucoidano de 1libertacdo lenta é um método eficaz para
libertar concentracdes terapeuticamente eficazes do farmaco

sem induzir toxicidade indevida.

Exemplo 5: A encapsulacdo do fucoidano em filmes de

etileno-acetato de vinilo e pasta de policaprolactona

Cinco miligramas de fucoidano (Sigma) e 45 mg de
etileno-acetato de vinilo (EVA, peso molecular
aproximadamente 50 k, Polysciences) foram dissolvidos/
suspensos em 1 mL de diclorometano. Duzentos microlitros da
solucédo foram pipetados para discos de teflon de 1 cm de
didmetro e deixaram-se secar durante a noite (evaporacédo do
solvente) para formarem filmes elédsticos finos, originando

filmes aproximadamente de 10 mg com uma espessura

aproximada de 100 um.
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Mediu-se a velocidade de 1libertacdo do farmaco a
partir destes filmes colocando secc¢des dos filmes de 5 mg
em tubos de vidro com tampa de 20 mL que continham 10 mL de
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4. Os tubos
foram tapados e colocados num agitador orbital a 37°C. Em
instantes especificados, os tubos foram removidos e a
quantidade de farmaco libertado foi analisada  por
espectroscopia de absorvadncia. O perfil de libertacdo do
fucoidano (Figura 4) caracterizou-se por um jacto inicial
de libertacdo do farmaco, seguido de uma libertacdo lenta
prolongada. Esta forma galénica de fucoidano representa uma
formulacdo injectéavel Dbiocompativel e biodegradavel do

fédrmaco que liberta o farmaco de um modo controlado.

Pasta de PCL: 0 fucoidano foi combinado em
policaprolactona (PCL, Birmingham Polymers, peso molecular
54 k) a 60°C por levigacdo da espatula a uma concentracdo
de 10% p/p. Em seguida, esta mistura foi pipetada para
seringas de pléastico de 1 mL e foil deixada arrefecer. Esta
formulacdo pode ser injectada através de uma agulha de

calibre 18 a 56°C.

Para medir a libertacdo do farmaco a partir da pasta
de PCL, aliquotas de 10 mg de pasta fundida foram
injectadas na base de tubos de vidro de 15 mL e deixaram-se
arrefecer e assentar. A cada tubo adicionaram-se 15 mL de
PBS, os tubos foram tapados e submetidos a rotacdo de
extremidade para extremidade num forno a 37°C. Em instantes
especificados, os tubos foram removidos e a quantidade de
farmaco libertado foi analisada por espectroscopia de
absorvidncia. Os perfis de 1libertacdo do fucoidano estéo
apresentados na Figura 5. A 1libertacdo do fucoidano

caracterizou-se por um Jjacto inicial de libertacdo do
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farmaco, seguido de uma libertacdo lenta prolongada. Esta
forma galénica de fucoidano representa uma formulacéo
injectédvel biocompativel e biodegradavel do farmaco que

liberta o farmaco de um modo controlado.

Exemplo 6: Membranas carregadas com fucoidano para o

tratamento de adesdes cirurgicas em ratos

Utilizou-se o modelo de adesdes cirtrgicas da parede
lateral cecal do rato para investigar o efeito do fucoidano
em ades®es cirGrgicas. Neste modelo, 16 ratos foram
separados em dols grupos de 8. Apds o traumatismo
cirtGrgico, os ratos foram imediatamente tratados com filmes
de 4&cido hialurdnico (HA) com ligacdes cruzadas que
continham fucoidano ou entdo ndo foram tratados (grupo de

controlo).

Materiais e Métodos. Obteve-se hialuronato de sdédio de

qualidade clinica da Lifecore Scientific. Todos oOs
solventes tinham qualidade de HPLC e foram obtidos da
Fisher. Obtiveram-se placas de Petri de pléstico da Fisher
Scientific. Obtiveram-se etil-3-(dimetilamino)carbodiimida

(EDAC) e fucoidano da Sigma (St. Louis, Mo).

Preparacdo de Filmes. Produziram-se filmes carregados

com fucoidano preparando uma solucdo de fucoidano 0,6% p/v,
hialuronato de sédio 0,4% p/v e glicerol 0,15% p/v em agua.
Produziram-se filmes de controlo (sem fucoidano) preparando
uma solucdo ou mistura de hialuronato de sbédio 0,4% p/v e
glicerol 0,15% p/v em A&gua. Os filmes carregados com
fucoidano e os filmes de controlo foram moldados a partir
destas solucgdes pipetando 4 g de cada solucdo para placas

de Petri de plastico separadas com 2,5 cm de didmetro e
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secando durante 24 horas a 60°C. O agente EDAC de formacéo
de ligacgdes cruzadas foi dincluido a 4 mM (concentracdo
final). Em seguida, cada filme seco foi cuidadosamente

removido da placa de Petri utilizando uma lamina cirtrgica.

Esterilizac&o. Os filmes foram empacotados entre papel

de pesagem 5 cm x 5 cm (Fisher Scientific) e foram selados
a quente em sacos de plastico. Em seguida, os filmes foram
esterilizados terminalmente utilizando irradiacdo gama de
uma fonte de cobalto-60 e foram expostos a 2,5 Mrad de

radiacdo com arrefecimento do tubo selado em gelo.

Estudos Animais. O traumatismo cirtrgico foi induzido

do modo seguinte. Obtiveram-se 16 ratos Sprague Dawley na
idade madura, cada um pesando 225 - 350 g, da Charles River
Laboratories, Wilmington, MA. Apenas se utilizaram no
estudo animais que aparentavam um estado globalmente normal
(isto é, que exibiram uma pelagem ndo emaranhada e limpa,
olhos claros brilhantes e uma postura activa). Os animais
foram aleatoriamente atribuidos a um de dois grupos, foram
pesados e anestesiados com uma Unica injeccdo de cloridrato
de cetamina (6 mg/kg), administrada no musculo grande da
coxa. O abddémen foi rapado e limpo com &lcool. Fez-se uma
incisdo de 4 cm na pele comecando aproximadamente 2 cm
caudal a linha branca enquanto o misculo era seguro com
pincas. O cego foil raspado quatro vezes nas superficies
ventral e dorsal com um dispositivo de abrasdo mecénica,
que permite abrasdo controlada independente do operador
numa Aarea definida. As adesdes ao cego foram avaliadas e
classificadas de acordo com um sistema de pontuacgédo
predefinido:

0

1

sem adesdes

adesdo ténue com plano facilmente identificével
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2 = adesdo ligeira com plano apto a ser dissecado
livremente

3 = adesdo moderada com dissecacdo dificil do plano

4 = adesdo densa sem plano apto a ser dissecado

(As adesdes de grau 1 apresentam o nivel mais baixo de
adesé&o discernivel (uma adesédo ténue com um plano

identificavel) .)

Apds a abrasdo do cego, os animais do Grupo 1 néo
receberam tratamento. Os animais do Grupo 2 receberam os
filmes de fucoidano-HA discutidos acima. Os filmes foram
enrolados em redor do cego. Em seguida, as incisdes foram
fechadas com uma sutura Dexon 3.0. Aos sete dias pds-
operacdo, o©os animais foram submetidos a eutandsia e
avaliados quanto a presenca de adesbes pds-operatdrias de
grau 2 (ou superior). As adesdes de grau 2 foram definidas

como adesdes ligeiras com um plano apto a ser dissecado

livremente.
Resultados.
Tabela 2.
Grupo % Com Incidéncia % Sem
Adesdes 22 | Média * EPM | Adesdes
Controlo 75 1,4 + 0,4 25
Membrana carregada com Fucoidano 38 0,5 + 0,2 50
] As membranas recobriram apenas cerca de metade do cego.
. N&do se notaram anormalidades por necrépsia (sem
material residual, sem ascites, sem sinais de

cicatrizacdo anormal, no cego ou na incisdo na linha

média) .



30

Os resultados demonstram a inibicdo eficaz da formacéo
de adesdes por filmes carregados com fucoidano porque a
incidéncia média das adesdes foi reduzida e a % de ratos
sem adesdes aumentou nos ratos tratados com fucoidano.
Filmes carregados com fucoidano que recubram totalmente o
cego poderdo ser ainda mais eficazes na inibicdo da

formacdo de adesdes.

Lisboa, 7 de Janeiro de 2008



REIVINDICAGOES

1. Utilizacdo de um fucano na preparacdo de um
medicamento para o tratamento de uma adesdo potencialmente

no sitio de uma doenca num animal.

2. Utilizacdo da Reivindicacdo 1, em que a doenca & um
sitio cirtrgico e o fucano se destina a distribuicdo

directa, na forma de uma composicdo, no sitio da doenca.

3. Utilizacdo da Reivindicacdo 1 ou Reivindicacdo 2, em

que o fucano se destina a administracdo oral.

4. Utilizacdo da Reivindicacdo 1 ou Reivindicacdo 2, em
que o fucano se destina a administracdo via injeccdo no

sitio da doenca.

5. Utilizacdo da Reivindicacdo 1 ou Reivindicacdo 2, em
que o fucano se destina a administracdo intra-ocularmente,
subcutaneamente, intraperitonealmente, intramuscularmente,
intra-articularmente, intraleséo, intravaginalmente,

rectalmente ou topicamente.

6. Utilizacéo de qualquer uma das reivindicacdes

precedentes, em que o fucano é fucoidano.

7. Utilizacgdo de qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que o fucano se destina a administracéo
substancialmente continua no sitio da doenca via libertacdo

controlada a partir de uma forma galénica polimérica.



8. Utilizacdo da Reivindicacgdo 7, em que a forma galénica
polimérica compreende um filme, emplastro, pasta,

microesfera, implante, gel, pulverizacdo ou liquido.

9. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicacées 1 até 8,
em que o fucano se destina a administracdo como composicdo
farmacéutica numa forma que compreende pelo menos um de

entre um creme, pasta, excipiente injectdvel e polimero.

10. Utilizacéo de qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que o fucano se destina a administracdo na
forma de uma composicdo farmacéutica que compreende 0
fucano e uma quantidade terapeuticamente eficaz de pelo

menos um fadrmaco diferente.

11. Utilizacdo da Reivindicacdo 10, em que o féarmaco

compreende relo menos um de entre paclitaxel,
doxorrubicina, camptotecina, etoposido, mitoxantrona,
metotrexato, menadiona, plumbagina, juglona, beta-
laperchona ciclosporina, sulfasalazina, esterdide,
rapamicina, retindide, docetaxel, colchicina, um

oligonucledétido anti-sentido, ribozima e um inibidor de RNA

oligonucleotidico.

12. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicagdes 1 até
11, em gque o fucano se destina a distribuicdo como parte de
uma composicdo e a composicdo compreende 0,1% até 35% p/v

do fucano.

13. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicacdes 1 até
11, em gque o fucano se destina a distribuicdo como parte de
uma composicdo e a composicdo compreende 80% até 100% p/v

do fucano.



14. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicagdes 1 até
11, em gque o fucano se destina a distribuicdo como parte de
uma composicdo e a composicdo compreende 5% até 50% p/v do

fucano.

15. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicagdes 1 até
11, em gue o fucano se destina a distribuicdo como parte de
uma composicdo e a composicdo compreende 20% até 80% p/v do

fucano.

16. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicacdes 1 até
15, em que o fucano faz parte de uma composicdo que também
compreende pelo menos um excipiente farmaceuticamente

aceitavel.

17. Utilizacdo da Reivindicacdo 16, em gque o excipiente
farmaceuticamente aceitadvel é seleccionado do grupo gque
consiste em Pluronic, celulose, alginato, acrilato, &cido

hialurdénico, polietilenoglicol e gquitosano.
18. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicacgdes 1 até
17, em que o fucano se destina a administracdo directamente

no sitio da doenca.

19. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicacdes 1 até

18, em que o animal é um humano.

20. Utilizacdo de qualquer uma das Reivindicacgdes 1 até

19, em que a adesdo é uma adesdo cirurgica.

Lisboa, 7 de Janeiro de 2008
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