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DESCRICAO
COMPOSI(;AO FARMACEUTICA COM GLICOSAMINOGLICANOS E SUA

UTILIZAGAO NO TRATAMENTO DAS ULCERAS CRONICAS

Ambito da Invencdo

A invencgéao refere-se a uma composicao de
glicosaminoglicanos para o tratamento das ulceras crénicas,
em especial a Uulcera do pé diabético e a ulcera de pressao.
Refere-se mais especificamente a composicdes de heparinas
de baixo peso molecular (HBPM) e heparinas de muito baixo peso
molecular (HMBPM) para o tratamento das ulceras crdnicas, e
em especial para o fabrico de um medicamento para o
tratamento das ulceras crdénicas.

Estado da Técnica

A Diabetes Mellitus (DM) ¢é uma doenca metabdlica, que se
caracteriza por um aumento sustentado dos niveis de glucose no
plasma, o gue contribui para o aparecimento dos primeiros
sintomas de neuropatia periférica e de complicacdes macro e
microvasculares. Segundo os dados publicados pela Organizacéao
Mundial de Saude (OMS), a incidéncia de DM estd a aumentar de
forma alarmante, com uma prevaléncia de 2,8% na populacéo
mundial em 2000, estimando-se um aumento deste wvalor para
4,4%, em 2030. Assim, o numero de doentes com DM foil de cerca
de 171 milhdées em 2000, estimando-se um aumento para os 366
milhdées em 2030. Este aumento na incidéncia de DM tem
estado associado, entre outros fatores, ao envelhecimento
geral da populacdo, dado existir uma relacdo direta entre a
idade e a prevaléncia da doenca. Neste sentido, estimou-se que
a prevaléncia de DM em Espanha poderd situar-se entre 2% e
6%; 10% corresponderiam a DM de tipo 1, estimando-se gque néao
estejam diagnosticados 50% dos doentes com DM de tipo 2.
Considerando que os estudos publicados sobre a prevaléncia de
DM nas diferentes regides de Espanha sdo anteriores a 2002, e

que a tendéncia € para um aumento da incidéncia da doencga,
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estima-se que existam atualmente mais de 2,5 milhbes de
diabéticos em Espanha.

Os danos neuroldgicos, tanto no sistema periférico como
no sistema autdénomo, representa, provavelmente, a complicacédo
mais comum da DM. Podendo ocorrer em ambos os tipos de DM, a
sua prevaléncia e gravidade estdo relacionadas com os anos de
evolucdo da doengca e com o grau de controlo da glicémia.
Estima-se que esta complicacdo afete 60% dos doentes com DM,
sendo a principal causa do aparecimento de uUlceras nos pés dos
diabéticos. Face a este problema, a Associacdo Americana de
Diabetes, na sua sexagésima sessdo cientifica, afirmou que 15%
dos doentes com DM desenvolvem uUlcera do pé, ao longo da sua
vida, e que as Uulceras do pé sao a <causa de 6% das
hospitalizagdes de doentes diabéticos. 15% de todas as ulceras
que ocorrem nos doentes com diabetes terminam numa
amputacdo, sendo qgue as complicacdes associadas a DM sédo a
principal causa das amputacgdes ndo-traumdticas (40-70%) e
que 85% das amputacdes realizadas em doentes diabéticos estéao,
por sua vez, relacionados com ulceras do pé. Nos estados
Unidos, sao realizadas anualmente 100.000 amputacdes, o que
afeta consideravelmente as despesas com a saude, calculando-
se que, em 2001, as uUlceras e as amputacgdes tiveram, nos EUA,
um custo aproximado de 1.000 milhdées de ddbélares e que esta
despesa, no Reino Unido, representou apenas 456 milhdes de
délares. Estes custos resultantes da uUlcera do pé diabético
sdo muito variaveils, consoante tenha ou ndo ocorrido
amputacdo, e assim, num estudo realizado na Suiga, em 1990,
concluiu-se que, no caso das ulceras gue sSararam e gue nao
tiveram gualguer componente isquémica, os respetivos custos
associados foram de 16.500 ddélares. Em contrapartida, nos
casos em que fol necessdaria uma amputagdo menor, as despesas
atingiram os 27.000 ddlares, ascendendo a 63.000 ddélares nos
casos em gue ocorreu uma amputagdo maior.

A definicdo de pé diabético proposta pelo Grupo de
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Consenso sobre Pie Diabético (Grupo de Consenso sobre o Pé
Diabético) da Sociedade Espanhola de Angiologia e Cirurgia
Vascular é a seguinte: "Alteracéao clinica de base
etiopatogénica neuropédtica, induzida por uma hiperglicémia
sustentada, e em qgue, com ou sem coexisténcia de isquémia e
prévio desencadeante traumadtico, ocorre lesdo e/ou ulceracgdo
do pé".

A ulceracdao do pé ¢é uma complicacdo significativa de
doencas como a diabetes, com uma incidéncia anual ligeiramente
superior a 2% (Abbott C.A., et al. (2002) The North-West
Diabetes Foot Care Study: 1incidence of, and risk factors for
new diabetic foot wulceration 1n a community-based patient
cohort. Diabet. Med. 19(5):377-84). Estima-se que 15% dos
doentes com diabetes irdo desenvolver ulceras em alguma
altura das suas vidas (Reiber G. E. (1996) . The
epidemiology of diabetic foot problems. Diabet. Med. 13 Supl.
1:356-11) e que aproximadamente 10% a 30% dos gque tém ulceras

acabarao por ter de se submeter a uma amputacdo do membro

(Lipsky B.A. (2004) Medical treatment of diabetic foot
infections. Clin. 1Infect. Dis. 39 Supl. 2:5104-14). Além
disso, esta situacdo complica-se no caso de existir uma

isquémia do membro inferior no qual surge a Ulcera, e gue, na
maioria dos casos, ocorre devido a uma insuficiente irrigacéao
sanguinea, por uma elevada incidéncia de trombose.
Relativamente a taxa de mortalidade a 5 anos, dos doentes
que foram submetidos a uma amputacdo dos membros inferiores,
esta é de 50 a 60% (Reiber G. E. (1996). The epidemiology of
diabetic foot problems. Diabet. Med. 13 Supl. 1:56-11). Foram
utilizados diversos métodos para o tratamento dos doentes com
pé diabético, os quais incluem um estrito controlo metabdlico,
profilaxia dos fatores de risco passiveis de modificacéo,
desbridamento, aplicacdo de pensos, tratamento antimicrobiano
das infecg¢des, eliminacdo da pressdo sobre a 4&rea afetada,

recurso a transplantes de pele, administracdo de fatores de
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crescimento e utilizacdo de métodos de revascularizacdo, caso
haja indicacédo para tal.

Na maioria dos casos, um tratamento deste tipo da ulcera
crdénica decorre por via tépica, por exemplo, € comum O USO
de pensos em uUlceras, como nas uUlceras do pé diabético. Os
novos tipos de pensos, e studados em ensaios clinicos
controlados, incluem os pensos a base de membrana de polimero
semipermedvel, Promogran 313 (matriz de colagénio), alginato,
carboximetilcelulose, hialuronano e pressdo subatmosférica
(Eldor R. et al. (2004) New and experimental approaches to
treatment of diabetic foot ulcers: a comprehensive review of
emerging treatment strategies. Diabet. Med. 21(11):1161-73).
Foram igualmente desenvolvidos métodos para a criacdo de
substitutos de pele, que sado aplicados na lesdao ulcerativa. O
Dermagraft® ¢é produzido por cultura de fibroblastos dérmicos
humanos numa placa sintética de material bioabsorvivel, que
provou ser eficaz nas uUlceras de baixo grau, com uma mais
elevada taxa de cura em menos tempo (Marston W.A., et al.
(2003) Dermagraft Diabetic Foot Ulcer Study Group. The
efficacy and safety of Dermagraft® 1in improving the healing
of chronic diabetic foot ulcers: results of a prospective
randomized trial. Diabetes Care 26:1701-5). O Apligraf®
consiste numa camada dérmica formada por fibroblastos humanos
numa matriz de colagénio de bovino do tipo I e numa camada
epidérmica formada a partir de queratindécitos humanos. De modo
semelhante, este substituto de pele tem provado estar
significativamente associado a um processo de cura superior e
mais rédpido das lesdes, quando aplicado a Ulceras neuropéaticas
de baixo grau, nado 1infetadas (Veves A., et al (2001)
Graftskin, a human skin equivalent, is effective 1in the
management of non-infected neuropathic diabetic foot ulcers: a
prospective randomized multicenter c¢linical ¢trial. Diabetes
Care 24:290-5). Num ensaio clinico da fase III, aleatorizado,

realizado em dupla ocultagdo e controlado com placebo, o Fator
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de Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF), sob a forma de
gel, provou ser eficaz e seguro para © tratamento de doentes
diabéticos com Uulceras neuropdticas e com uma boa perfuséo
sanguinea (Wieman TJ., et al. (1998) C(Clinical efficacy of
beclapermin (rh PDGF-BB) gel. Diabetes Care 21 (5):822-7). A

maioria dos doentes (95%) incluidos neste estudo apresentavam

Glceras com uma area <10 cm?2 segundo uma avaliacdo feita por
planimetria. o) gel de becaplermina a 100 mg/g,
comparativamente com o placebo, aumentou significativamente a
proporcao de fecho de toda a lesadao, em 43% (50 wvs. 3b5%,
p=0,007) e reduziu em 32% (86 vs. 127 dias, p=0,013) o tempo
até ser atingido esse efeito. 0Os resultados satisfatdrios
obtidos tanto com o PDGF como com a becaplermina (Regranex®)
fizeram com que estes farmacos fossem aprovados para o
tratamento das Ulceras neuropaticas dos membros inferiores dos
doentes diabéticos, que se estendiam j& ao tecido subcuténeo,
ou ainda mais profundamente, e qgque tinham uma boa irrigacéo
sanguinea (Brem H., Sheehan P., Boulton AJ. (2004) Protocol
for treatment of diabetic foot ulcers. Am. J. Surg. 187 (5A):
1 S-1 0S). No entanto, alguns meses mais tarde, a FDA iniciou
uma revisdo de seguranca, apdés ter recebido os dados dum
estudo, que demonstravam um maior risco de cancro em doentes
com diabetes que aplicavam topicamente o fator de crescimento
Regranex®© da Johnson & Johnson, diretamente nas ulceras da
perna e do pé diabético. Por conseguinte, esta alternativa
terapéutica encontra-se atualmente a ser revista e foi
limitada aos doentes sem predisposicao para qualquer tipo de
tumor.

No que se refere aos tratamentos por via parentérica
local, foi publicado h& alguns anos um método para a
administracdo de um agente cicatrizante, como o Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF), gue consiste na infiltracao de
uma solugao da biomolécula na leséao, mediante diversas

injegdes (WO 03053458). Este tratamento tem provado ser eficaz
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na prevencdo da amputacdo do pé diabético, mas tem o
inconveniente de ser traumdtico para o doente, devido ao facto
de a aplicacdo de injecdes na lesao ser muito dolorosa e de
terem de ser aplicadas varias injecdes, durante varias
semanas, em cada tratamento. Também o documento EP 1499317
revela um método para o) tratamento das complicacdes
diabéticas, como o) pé diabético, com inibidores de
permutadores de sddio-hidrogénio do tipo 1 (NHE-1), enquanto
a publicacdo internacional WO 02077155 descreve que o fator de
crescimento de queratindécitos (KGF-2) promove ou acelera a
cura das lesdbes.

Finalmente, a publicacéao internacional W02007087759
refere-se a uma composigdo farmacéutica contendo microsferas
com fatores de crescimento epidérmicos para administracéo
parentérica em doentes com patologias dermatoldgicas crdnicas,
como as Ulceras do pé diabético. Muitas outras patentes
focaram—-se sobre outros métodos para acelerar o grau de cura.
No entanto, nenhum destes métodos tem provado ser amplamente
eficaz.

Além disso, tém sido publicados diversos estudos em
literatura nado patenteada, que revelaram certos resultados
promissores para o0s doentes com pé diabético tratados com

heparinas de baixo peso molecular (HBPM), basados no facto de

as heparinas serem agentes antitrombdéticos e anti-
inflamatdérios conhecidos, que podem melhorar a
microcirculacéao vascular. Em "Efeito de Dalteparin no

tratamento das ulceras crdénicas do pé em doentes diabéticos
com doenca arterial periférica oclusiva", Diabetes Care, vol.
26(9), setembro de 2003, assim como na publicacdo do mesmo
grupo, de M. Kalani, A. et al., intitulada "Efeitos benéficos
de dalteparin na funcdo hemostdtica e na oxigenacdo do tecido
local em doentes com diabetes, doenca vascular grave e
GUlceras do pé", Thrombosis Research. 120, 653-661, 2007, séao

descritos ensaios clinicos gue demonstram que a heparina de
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baixo peso molecular (LMWH), tal como dalteparin, melhoram a
evolucdo das uUlceras do pé diabético em doentes com doenca
arterial periférica oclusiva. No entanto, é de notar gue,
nestes artigos, os doentes sdo tratados concomitantemente com
dcido acetilssalicilico, ou seja, ¢é sugerido o modo como a
associacéo dos dois principios ativos com efeito
anticoagulante favorece sinergicamente a evolugdo da ulcera do
pé diabético em doentes com doenca arterial ©periférica
oclusiva. "A heparina de baixo peso molecular parece melhorar
a circulacgdo capilar local e curar as Ulceras crdnicas do pé
nos doentes diabéticos". VASA, Brand 22, 1993, FET 2 revela
também os resultados de ensaios clinicos realizados em dupla
ocultacéao, controlados com placebo, para avaliacéao da
eficdcia de dalteparin em doentes com Ulceras do pé
diabético. 0Os resultados preliminares deste estudo parecem
indicar que a dalteparin pode ter um efeito benéfico na
prevencao deste tipo de feridas, embora sempre em doses
profildticas, i.e., as doses de dalteparin nunca devem ser
superiores a 2500 U.I. /dia, dado estarem previstas
hemorragias durante o tratamento com doses superiores, além
de gue um aumento da dose ndo implicaria uma maior eficacia
no caso dos doentes com Ulcera do pé diabético. Isto deve-se a
conviccdo geral do estado da técnica de que os doentes
diabéticos tém um maior risco de hemorragia do que os doentes
que nao sofrem dessa doenca (Adverse 1impact of bleeding on
prognosis in patients with acute coronary syndromes,
Eikelboom JW et al. Circulation. 2006 ago. 22; 114(8):774-
82) .

Breve Descricdo da Invengao

O uso de glicosaminoglicanos no tratamento das ulceras
crbénicas, em especial das UuUlceras do pé diabético e, em
especial, o uso de algumas heparinas de baixo peso molecular
para este fim, tem sido descrita de uma forma grosseira para

os doentes com problemas circulatdrios graves, dado que estas
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heparinas de baixo peso molecular tém atividade antitrombdtica
e anticoagulante, expressa como efeito do anti-fator X ativado
(Xa) e efeito anti-fator IIa. No entanto, geralmente nao sao
utilizados para os doentes diabéticos que sofrem de ulcera do
pé diabético sem doenca arterial periférica oclusiva, tendo em
conta o risco de hemorragia que o tratamento com doses mais
elevadas envolve. Isto é devido ao efeito do anti-fator Xa
deste tipo de composto, que se traduz num efeito
antitrombdético, o gual tem uma relacdo direta com o conteutdo
dentro da estrutura heparindide de um pentassacarideo
especifico presente nas estruturas de sacarideo, e que forma
heparinas de baixo peso molecular e heparinas de muito baixo
peso molecular, e ao efeito da relagdo anti-fator Xa/anti-
fator IIa. Esta relacdo é determinada porque quanto maior for
a quantidade de pentassacarideo na estrutura total, maior seré
a atividade do anti-fator Xa, e, sendo o pentassacarideo
sintético (fondaparinux) o inibidor mais seletivo do fator
Xa, €, por conseguinte, a molécula com a maior capacidade
antitrombdética seletiva.

Portanto, a atividade antitrombdética de fondaparinux é a
consequéncia da inibicdo seletiva do fator Xa, mediado pela
antitrombina III (ATIII). Devido a sua ligacdo seletiva a
ATIII, fondaparinux reforga 300 vezes a neutralizacdo inata do
fator Xa pela ATIII. A neutralizacdo do fator Xa interrompe a
cascata de coagulacdo sanguinea e inibe a formacdo de trombina
e 0 desenvolvimento de trombos (ver a Figura 1).

Tendo em conta o estado da técnica, poderia inicialmente
pensar-se que uma grande parte do pentassacarideo da
estrutura 1rd ser necesséaria para obter um efeito curativo
(ndo-paliativo). No entanto, tal como indicado acima, este
método ndo é praticado, devido ao risco de hemorragia que o
tratamento com doses mais elevadas envolve. Os inventores da
presente invencado conseguiram ultrapassar este problema do

estado da técnica, uma vez que conseguiram demonstrar que,
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apesar de o pentassacarideo ser gquimica ou enzimaticamente

alterado em menor proporcdo, de uma forma seletiva, o efeito

o8

curativo e regenerador ndo é afetado, uma vez que aquilo que
realmente importante na estrutura do glicosaminoglicano é a
relagdo entre as cadeias de polissacarideos que ndo contém o
pentassacarideo. Além disso, os investigadores da presente
invencdo conseguiram determinar experimentalmente o efeito
benéfico da administracdo de glicosaminoglicanos com menor
teor em ©pentassacarideo sobre qualquer tipo de Ulcera
considerada crdénica - e ndo sé6 a ulcera do pé diabético - e
que essa administracgcdo ¢é eficaz mediante trés vias de
administracdo principais: parentérica, oral e tdépica.

Foi devido aos trabalhos realizados no inicio dos anos de
1980, pelos grupos de Lindahl e Choay (Choay J, Lormeau JC,
Petitou M, Sinag P e Fareed J. Ann NY Acad Sci 1981; 370:644-
649; Thunberg L, Backstrdm G e Lindahl U. Carbohydr Res 1982;
100:393-410) que foi posta a hipdétese de que, dentro das
cadeias de  heparina, hd uma sequéncia especifica que
corresponde a um pentassacarideo que interage seletivamente
com a antitrombina III. A estrutura deste pentassacarideo é a

seguinte (férmula 1) :

OO0, N0

£ N y PRITN K, i
d 1‘,.\.‘5{.&' ’ s r*’ et °>.
kS . 5 b
s H '\“?u-.»u‘“""
="J:su, sy |
g

£ COGH; orSi0y B
Foérmula 1
Na heparina ndo-fracionada, assim como nas varias HBPM ou
HMBPM obtidas por métodos de despolimerizacgdo conhecidos
(enzimdticos, 4&cido nitrico, R-eliminacéo, etc.), hé& uma
medigdo que permite determinar a quantidade de pentassacarideo
dentro da estrutura geral, através da quantificacdo do

contetdo de uma unidade de dissacarideo especifica e exclusiva
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do pentassacarideo designado por D-glucurdénico, ligado a N-

sulfo-3-sulfo-D-glucosamina (ANs,35). Esta medigdo permite

obter uma boa relacdo entre a percentagem presente deste
dissacariedo e o teor de pentassacarideo na estrutura de
heparina e, por conseguinte, da atividade anti-FXa da heparina
em questdo (Guerrini M et al. Seminars 1in Thrombosis and
Hemostasis 2007; 33: 478-787).

As diferentes modificagdes guimicas e/ou enzimédticas, gque
podem afetar a integridade do pentassacarideo poderiam também
estar relacionadas com uma diminuigdo da atividade anti-FXa
do composto. Estas reacdes podem ser de-N- acetilagdes, N e
O-sulfacgdes, O-acilagdes, reacdes de abertura de anel, etc.

Por exemplo, se o pentassacarideo estiver gquimica ou
enzimaticamente alterado em relagcdo ao grau de sulfacgao, o
efeito anti-Fator Xa ¢é também alterado. No entanto, em
diversos estudos (Lindahl U, Backstrom G e Thunberg L. J.
Biol. Chem. 1983; 258:9826-9830; Riesenfeld J, Thunberg 11,
HOook M e Lindahl U. J. Biol. Chem. 1981; 256:2389-2393) ficou
demonstrado que gquando o grau de sulfacdo ¢ alterado, nem
todos os grupos sulfato presentes no pentassacarideo com
afinidade para a antitrombina III sao igualmente importantes,
sendo assim possivel estabelecer de gque modo a eliminacdo de
qualgquer destes grupos afeta a atividade do anti-Fator Xa

deste ultimo:

L2 NS0

Perda da stividede anti-

Por esta razdo, na presente invengdo foram fisica e

quimicamente modificadas diferentes HBPM ou HMBPM (ver
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exemplos) para alterar o pentassacarideo responsdvel pela
atividade anti-Fxa, de uma forma qualitativa e quantitativa,
para demonstrar que, em caso de Uulceras, especificamente a
Ulcera do pé diabético, o que interessa é que, neste tipo de
glicosaminoglicanos h& uma maior percentagem de sequéncias de
oligossacarideo rico nos monossacarideos selecionados a partir
do grupo que consiste em N-sulfo-D-glucosamina e A&cido D-
glucurdénico, e em realizacgcdes preferenciais da invencao,
também N-acetil-D-glucosamina, &cido L-idurdénico e &acido L-
idurdénico 2-sulfatado e nao tanto o) pentassacarideo
responsavel pela atividade anti-FXa (a presenca de elevadas
concentracgdes da unidade N-sulfo-30-sulfo-D—glucosamina
essencial para a atividade antitrombdtica do pentassacarideo
que ndo € necessario). Por esta razdo, para efeitos da
presente invencdo, a percentagem de pentassacarideo esté
limitada a um médximo de 20% do dissacarideo caracteristico
do pentassacarideo (dcido D-glucurédénico ligado a N-sulfo-3-
sulfo-D—-glucosamina) na estrutura do glicosaminoglicano que,
segundo o estado da técnica, ¢é responsdvel pela atividade
anti-Fxa e que, por conseguinte, de acordo com a ultima, seria
adequada para ter uma percentagem mais elevada.

O estado da técnica demonstra claramente gque 0 pProcesso
de cura das ulceras dos doentes diabéticos é alterado devido a
prépria doenga, mas o0s inventores da presente invencgdo também
demonstraram que o efeito da composicdo farmacéutica objeto da
presente 1invengdo surpreendentemente funciona para todos os
tipos de ulceras, tanto crdénicas como de presséo.

Para efeitos da presente invencédo, as Uulceras crdnicas
sdao entendidas como as solucgdes de continuidade, com perda
de substéancia na pele. Consocante a origem das ulceras, estas
podem ser <classificadas como: Uulceras de pressdo, uUlceras
diabéticas, Ulceras isquémicas (arteriais ou venosas),
Ulceras pdés—queimaduras, Ulceras pds-radioterapia, etc.

Esta <classificacdo foi feita de acordo com a causa
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geradora da ulcera, embora o mecanismo fisiopatoldgico de
conversdo de uma ferida/ulcera numa situacdo crdénica seja uma
alteracdo do processo isguémico que leva a necrose cuténea e a
uma dificuldade regenerativa da mesma por meios naturais
(Kirman CN. Pressure ulcers, non-surgical treatment and
principles, Emedicine Jul. 2008 (www.emedicine.com/plastic)
An G, Faeder J, Vodovotz Y. Transactional systems biology:
introduction of an engineering approach to the pathophysiology
of the burn patient. J Burn Care Res. 2008; 29(2):277-85.
Nikolovska S, et al. The role of nitric oxide 1in the
pathogenesis of venous ulcers. Acta Dermatovenerol Croat
2005; 13(4):24206).

Neste sentido, pode por exemplo ocorrer isquémia devido a
pressdo externa sobre os capilares (decubito ou Ulcera de
pressao), devido a ferimento por calor (queimadura), ou devido
a obstrucdo vascular (diabetes, arteriosclerose, etc.). Apds o
processo isquémico da pele e O6rgdos circundantes, h& uma
reperfusdo dos tecidos danificados, que aumenta a leséo
inicial, levando a um agravamento e deterioracao das lesdes.
Desconhece-se o mecanismo exato do processo isquémia-
reperfusdo que agrava a lesdo inicial, faz com que a lesao se

torne crénica, e que ocorre apds a necrose inicial, mas

suspeita-se que a producao continua de mediadores
inflamatdrios (citocinas, interleucina, etc.) agrava o)
processo isquémico inicial, agravando também as lesbes e

levando a que a Ulcera se torne crénica.

Para esse fim, foram avaliadas diferentes armas
terapéuticas para modelar a produgéao de mediadores
inflamatérios, que facilitam a regeneracdo dos tecidos, mas
que nao agravam o dano celular. H& gque sublinhar o facto de o
processo de cicatrizacdo de uma ferida ser o mesmo em
praticamente todos os tecidos, apds exposicado a qualquer
processo destrutivo (Gurtner GC et al. Wound repair and

regeneration. Nature 2008; 453:314-21). A investigagdo recente
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recaiu assim sobre as heparinas de baixo peso molecular na
prevencédo das feridas por queimadura (Ravikumar T et al. Low
molecular weight heparin-induced pharmacological modulation of
burn wound healing. Ann Burn fire Disast 2006; 19(3):1-10
Oremus M, et al. The uses of heparin to treat burn 1injury.
Evid Rep Technol Assess (Full Rep). 2006; (148):1-58), embora
atualmente nao haja qualgquer tratamento sistémico para
facilitar a regeneracgdo da ulcera crdénica (Fonder MA et al.
Treating the chronic wound: A practical approach to the care
of non-healing wounds and wound care dressings. J Am Acad
dermatol 2008; 58:185-206), sendo ainda menos conhecida no
caso dos glicosaminoglicanos qual é a composicdo e/ou a
percentagem de monossacarideos responsdveils por esta cura e
pela atividade regeneradora que favorece o aparecimento de
sistemas fisioldgicos, Como o Dbloqgqueio da producéao de
mediadores inflamatdérios, a regeneracao capilar, ou a
reperfusdo da uUlcera e o0s mecanismos de cura.

Por outras palavras, a composicdo objeto dos trabalhos da
presente invencado, destinada as ulceras crdénicas, mesmo nos
doentes que nao sofrem de diabetes e nos gquais se observa uma
tendéncia para um certo tipo de ulcera crdénica, gque ndo cura
facilmente, como as uUlceras de pressido, entendendo-se como
GUlceras de pressdo as gue apresentam areas danificadas na pele
e nos tecidos subjacentes, provocadas por pressao prolongada
numa superficie plana dura, ndo necessariamente intensa e
independente da posicdo. O termo Ulcera de decubito &
atualmente rejeitado, dado referir-se a presséao, fator
determinante do seu aparecimento, e porque exclui as uUlceras
que ndo surgiram devido a posicdo de decubito.

E um problema comum no cuidado de doentes com doencas
crdénicas, em especial nos idosos com mobilidade 1limitada,
com morbilidade e mortalidade considerédvel, com repercussao
econémica e social elevada, pelo gque, para efeitos da presente

invencgdo, € importante determinar que, embora a maioria dos
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exemplos tenha sido realizada causando diabetes em animais, no
Exemplo 5 vé-se claramente como a administracdo da composicédo
farmacéutica objeto da presente invencao funciona
surpreendentemente bem, apesar de o animal ndo ser diabético.

Além disso, sem pretenderem limitar-se & teoria, os
inventores acreditam, no entanto, que esta hipdtese é
suportada pelos resultados dos seus exemplos, porgue se O
pentassacarideo sintético (fondaparinux) ¢é wutilizado para o
tratamento das Ulceras, e especificamente das Ulceras do pé
diabético, a sua cura e/ou atividade regeneradora € altamente
reduzida (quando deveria ser o contréario), do mesmo modo que
se 08 monossacarideos selecionados do grupo composto por N-
sulfo-D-glucosamina e A&cido D-glucurédnico, assim como, em
realizagbes preferenciais da invencdo, também a N-acetil-
D—-glucosamina, o &cido L-idurdénico e o 4&acido L-idurdnico 2-
sulfatado, sdo quimica e/ou enzimaticamente modificados, a
atividade do glicosaminoglicano dos inventores diminui
drasticamente, Conclui-se portanto que, embora exista uma
percentagem de pentassacarideo na estrutura, ela nado ¢é
responsavel pela cicatrizacdo e/ou atividade regeneradora do
tecido, assim como se o0s monossacarideos acima mencionados
forem qualitativa ou quantitativamente alterados, néo sera
obtida uma boa cicatrizagdo e/ou atividade regeneradora dos
tecidos.

Por esta razao, um aspeto principal da presente invencao
tem como objetivo uma composicdo de glicosaminoglicanos
contendo uma percentagem de determinados monossacarideos, numa
percentagem que ndoc exceda 20% do dissacarideo caracteristico
do pentassacarideo, para o tratamento das ulceras crdnicas e,
em especial, da Ulcera do pé diabético.

Os inventores da presente invencdo prepararam também uma
relagcdao entre a quantidade necessaria dos monossacarideos
acima referida e a dose de um medicamento contendo uma

quantidade farmaceuticamente eficaz de glicosaminoglicano,
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relacionando a percentagem de monossacarideos (U.I.) com a
semivida do produto no plasma, para obter uma dose
"terapéutica” para a doenca e ndo uma dose profilédtica.

Nos estudos publicados até a data, o objetivo das novas
heparinas utilizadas para as ulceras crdnicas, e em especial
para as Ulceras do pé diabético, tem sido sempre a
profilaxia, ou seja, acreditava-se que o aumento da dose iria
causar uma hemorragia no doente, ou uma terapéutica
coadjuvante da doenga com outro tipo de composto com acgao a
diferentes niveis da cascata de coagulacdo, como AAS. Por
conseguinte, as condigbdes utilizadas nestes casos foram as
habituais para a profilaxia, o que envolve a utilizacdo de
muito baixas concentragdes de heparina, sendo a relacgao entre
a semivida no plasma (em horas) e a dose em U.I. de 1:472 no
caso da bemiparina, por exemplo.

E isto é assim porque o efeito gue se procura com a
heparina é uma acdo na profilaxia, uma vez que, tendo em conta
o estado da técnica, a quantidade de pentassacarideo
responsdvel pela atividade antitrombdética € mais do que
suficiente para favorecer a vascularizacdo dos membros
inferiores nos doentes com uUlcera do pé diabético, e que, em
doses mails elevadas do gque a dose indicada, em geral se cré
haver um maior risco de hemorragia, devido ao excesso do
referido efeito antitrombético, tendo em conta que os doentes
diabéticos tém uma maior predisposicdo para as hemorragias,
sem perceberem que o que € realmente importante é administrar
uma maior quantidade de outros monossacarideos gue nao facgam
parte do pentassacarideo contido na formulacgcdo. Assim, e para
esse efeito, tém sido sempre tradicionalmente utilizadas doses
muito baixas, nas quails a relacdo entre a semivida no plasma e
a dose de LILMWH em U.I. ¢ inferior a 1:500, Jj& que se
considera que, desse modo, se consegue o mesmo efeito
anticoagulante e antitrombdético, mas com um mais baixo risco

de hemorragia nos doentes que Jja& sofrem de uma doenca



10

15

20

25

30

16

complexa, como a diabetes.

Tanto gquanto é do conhecimento dos inventores, nao existe
qualquer literatura patenteada sobre o tratamento das ulceras
do pé diabético com composicbes de glicosaminoglicanos, como
as heparinas de baixo peso molecular, sem que seja com doses
profildticas, uma vez que estas uUltimas ndo sao curativas,
mas sim preventivas, e realmente ndo curam as ulceras por
meios de cicatrizacéao com regeneracdo do tecido de
granulacao, sendo antes utilizadas porque se acredita que
previnem a formacdo das mesmas e, na maloria dos casos, sao
utilizadas no tratamento sinergético com outros férmacos, como
dcido acetilssalicilico  (AAS) (“Effect of Dalteparin of
healing of chronic foot wulcers 1in diabetic patients with
peripheral arterial occlusive disease", Diabetes Care, vol.
26(9), setembro de 2003; M. Kalani, A. et al., intitulado
Beneficial effects of dalteparin on haemostatic function and
local tissue oxygenation 1n patients with diabetes, severe
vascular disease and foot ulcers. Thrombosis Research. 120,
653-661, 2007).

Além disso, 0s inventores da presente invencgéao
conseguiram eliminar os preconceitos do estado da técnica, uma
vez que determinaram que, no caso de certos
glicosaminoglicanos, como a HBPM e a HMBPM, a guantidade de
pentassacarideo para o tratamento das uUlceras do pé diabético
(nos doentes diabéticos) né&o ¢é significativa, pois o que ¢é
realmente 1mportante ¢é a presenga de uma percentagem de
sequéncias de oligossacarideos ricos em determinados
monossacarideos especificos. Esta percentagem de determinados
monossacarideos especificos, mencionada na descricdo detalhada
da presente invencgdo, ¢é responsadvel pela cura deste tipo de
GUlceras em doentes diabéticos, porgue quando este tipo de
glicosaminoglicano é administrado por via subcutdnea ou por
via parentérica, o efeito de cicatrizacdo ¢ devido a presenca

de certas fracgdes de oligossacarideo, que nao contém o
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pentassacarideo geralmente associado no estado da técnica ao
efeito do antifator-Xa nas heparinas de baixo peso molecular e
de muito baixo peso molecular. Além disso, os inventores da
presente invencdo determinaram qgue, tendo em conta dgque o
pentassacarideo ¢ (quantitativa e qualitativamente) alterado
ligeiramente na sua estrutura heparindide, a atividade anti-
FXa diminui consideravelmente. Contudo, nao se observa uma
diminuig¢do similar no poder de cicatrizacéo.

Por conseguinte, um importante problema no tratamento
das Ulceras do pé diabético ¢é conseguir a dose eficaz e
efetiva de um medicamento, que consiga a regeneracao do tecido
isquémico e previna a amputacdo do pé diabético, e que, além
disso, seja eficaz nédo sé como profilaxia, mas também como
tratamento terapéutico. Uma outra vantagem adicional que o
tratamento de eleigdo tem de ter € ndo ser muito traumdtico
para o doente, j4& qgue as Ulceras do pé diabético se
caracterizam pelo facto de serem extremamente dolorosas, pelo
que a via de administracdo ndo deverd ser muito traumdtica na
proximidade da ferida. Portanto, para efeitos da presente
invencdo, as vias de administracdo preferenciais sdo a via
parentérica, a via oral e a via tépica, gque € nado-invasiva,
ou que é diretamente aplicada na mucosa a tratar.

Descricao dos Desenhos

A Figura 1 representa o) mecanismo de agao do
pentassacarideo sintético (fondaparinux).

A Figura 2A representa a regido dos sinais anoméricos
(relacdes H1-Cl) do espetro 13c-1H HSQC de fondaparinux
(pentassacarideo responsédvel pela interacdo com a antitrombina

IITI) registados a 298K em agua deuterada (D20). No espetro,

podem ser observados cinco picos de relacao, correspondendo
aos cinco monossacarideos gue formam o pentassacarideo.
ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora; 1285,
acido L-idurdénico 2-sulfatado; ANS,3S, N-sulfo-30-sulfo-D-

glucosamina; G- (ANS,3S), &cido D-glucurdénico precedendo a
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unidade ANS,3S e ANS-(G), N-sulfo-D-glucosamina precedendo o
anel de acido D-glucurdénico. O pico da relacgcdo H1-Cl1 da
unidade G- (ANS,3S) foi assinalado com um circulo, porque €
0 sinal mais caracteristico do pentassacarideo e serd tido
como referéncia para quantificar a presenca daquele em varias
amostras. A percentagem deste monossacarideo no fondaparinux é
de 20%.

A Figura 2B representa a regido dos sinais anoméricos

(relacdes H1-Cl) do espetro 13Cc-1H HSQC da heparina de baixo
peso molecular bemiparina, registados a 298K em &gua deuterada

(D20). O espetro é muito mais complexo do que o obtido para

fondaparinux (ver Figura 24), devido a presenga de novas
unidades de monossacarideo, gque nao estavam presentes no
fondaparinux (I, &cido L-idurénico ndo-sulfatado; ANAc, N-
acetil-D—-glucosamina) e a alteracdo da percentagem das
unidades existentes, como € o caso do anel de &cido L-
idurdénico 2-sulfatado, 128, que esta presente numa maior
proporgdo. O pico da relacdo H1-Cl da unidade caracteristica
do pentassacarideo G- (ANS,3S) foi assinalado com um circulo.
Como pode ser observado na figura, a intensidade deste sinal
diminuiu, comparativamente a amostra de fondaparinux, devido
ao aumento da proporcgdo de &cido D-glucurdnico associada a N-
sulfo-D-glucosamina G- (ANS), em que a ultima ¢é o principal
anel glucurdnico. A diminuicdo da proporcdo do G- (ANS,3S) nas
amostras de bemiparina, 1,5% do teor total em monossacarideo,
demonstra que a maioria das cadeias de oligossacarideos nao
tem o motivo estrutural responsavel pela interacdo com a
antitrombina IIT.

Foram também marcados os seguintes sinais:

ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS, 3S, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura 2C representa a regido dos sinais anoméricos

(relagbes H1-Cl) do espetro 13¢c-1H HSQC da heparina de muito

baixo peso molecular R0O14 ckw2_13_11L, gravada a 298K em &agua
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deuterada (Dp0). O espetro €& muito mais complexo do que o

obtido para o fondaparinux (ver Figure 22), devido a presenca
de novas unidades de monossacarideos, que nao estavam
presentes no fondaparinux (I, acido L-idurdénico nao-
sulfatado; ANAc, N-acetil-D-glucosamina) e a alteracdo da
proporgdo das unidades existentes, como é o caso do anel de
dcido L-idurdénico 2-sulfatado, 1I2S, que estd presente numa
maior proporcgado. O pico da relagdo H1-Cl da unidade G- (ANS, 3S)
caracteristica do pentassacarideo foi assinalado com um
circulo. Como pode ser observado na figura, a intensidade
deste sinal diminuiu em comparacgao com a amostra de
fondaparinux, devido ao aumento da proporgdo de &cido D-
glucurdénico associada a N-sulfo-D-glucosamina G- (ANS), sendo a
ultima o principal anel glucurédnico. A diminuig¢do da
proporgao da unidade G- (ANS, 39) nas amostras de RO14
ckw2_13_11L, 2,6% do teor total de monossacarideo, demonstra
que a maioria das cadeias de oligossacarideos ndo possui o
motivo estrutural responséavel pela interacéao com a
antitrombina III.

Foram também marcados o0s seguintes sinais:

ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS, 3S, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura 2D representa a regido dos sinais anoméricos

(relagdes H1-Cl) do espetro 13c-1n HSQC da heparina de baixo
peso molecular enoxaparina, gravado a 298K em &agua deuterada

(Dp0) . O espetro é muito mais complexo do que o obtido para o

fondaparinux (ver Figura 2A), devido a presenga de novas
unidades de monossacarideos, que néo estavam presentes no
fondaparinux (I, &acido L-idurdénico nado-sulfatado; ANAc, N-
acetil-D—-glucosamina) e a alteracdo da proporcao das unidades
existentes, como é o caso do anel de &cido L-idurdénico 2-
sulfatado, I2S, que estéd presente numa maior proporcdo. O pico
da relagdo H1-Cl da wunidade G- (ANS,3S) caracteristica do

pentassacarideo, foili assinalada com um circulo. Como pode
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ser observado na figura, a intensidade deste sinal diminuiu
comparativamente a amostra de fondaparinux, devido ao aumento
da proporcdo de 4cido D-glucurdénico ligado a N-sulfo-D-
glucosamina G- (ANS), sendo esta ultima o ©principal anel

glucurédénico. A diminuicdo da proporgdo da unidade G (ANS, 393)

nas amostras de enoxaparina, 1,7% do teor total de
monossacarideo, demonstra que a maioria das <cadeias de

oligossacarideos ndo possui o motivo estrutural responséavel
pela interacdo com a antitrombina III.

Foram também marcados os seguintes sinais:

ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS, 3S, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura Z2E representa a regido dos sinais anoméricos

(relagbes H1-Cl) do espetro 13c-1H HSQC da heparina de baixo
peso molecular tinzaparina, gravado a 298K em &agua deuterada

(D20) . O espetro € muito mais complexo do que o obtido para o

fondaparinux (ver Figura 2A7A), devido a presenga de novas
unidades de monossacarideos, gque ndo estavam presentes no
fondaparinux (I, &acido L-idurdénico ndo-sulfatado; ANAc, N-
acetil-D—glucosamina) e a alteracdo da proporcao das unidades
existentes, como é o caso do anel de acido L-idurdénico 2-
sulfatado, I2S, que estd presente numa maior proporcdo. O pico
da relacdo H1-Cl da wunidade G-(ANS,3S) caracteristica do
pentassacarideo foi assinalado com um circulo. Como pode ser
observado na figura, a intensidade deste sinal diminuiu
comparativamente a amostra de fondaparinux, devido ao aumento
da proporgdo de 4cido D-glucurdnico ligado a N-sulfo-D-
glucosamina G- (ANS), sendo a ultima o principal anel
glucurdénico. A diminuigdo da proporcgdo da unidade G (ANS, 3S)
nas amostras de tinzaparina, 1,05% do teor total de
monossacarideos, demonstra gque a maioria das cadeias de
oligossacarideos ndo possui o motivo estrutural responséavel
pela interacdo com a antitrombina ITITI.

Foram também marcados os seguintes sinais:
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ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS,3S, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura 2F representa a regido dos sinais anoméricos

(relagdes H1-Cl) do espetro 13c-1H HSQC da heparina de muito
baixo peso molecular R014-H13-96-5, gravada a 298K em &gua

deuterada (D20). O espetro ¢ muito mais complexo do que o

obtido para o fondaparinux (ver Figura 24), devido a presenga
de novas unidades de monossacarideos, que nao estavam
presentes no fondaparinux (1, dcido L-idurdénico nao-
sulfatado; ANAc, N-acetil-D-glucosamina) e a alteracgdo da
proporgdo das unidades existentes, como é o caso do anel de
dcido L-idurdénico 2-sulfatado, 1I2S, gue estd presente numa
maior proporcdo. O pico da relacdo H1-Cl da unidade G- (ANS, 3S)
caracteristica do pentassacarideo foi assinalado com um
circulo. Como pode ser observado na figura, a intensidade
deste sinal diminuiu, comparativamente a amostra de
fondaparinux, devido ao aumento da proporgdo de acido D-

glucurédénico ligada a N-sulfo-D-glucosamina G- (ANS), sendo a

ultima o principal anel glucurdnico. A diminuigéo da
proporgéao da unidade G- (ANS, 39) nas amostras de
RO14_H13 96_5, 1,9% do teor total de monossacarideos,

demonstra que a maioria das cadeias de oligossacarideos nao
possuili o motivo estrutural responsavel pela interacdo com a
antitrombina IIT.

Foram também marcados os seguintes sinais:

ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS,3S, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura 2G representa a regido dos sinais anoméricos

(relagbes H1-Cl) do espetro 13c-1H HSQC da heparina de baixo
peso molecular BEMI_99 4, gravada a 298K em 4&gua deuterada
(D20). O espetro ¢é muito diferente do obtido para o
fondaparinux (ver Figura 24), devido a presenga de novas
unidades de monossacarideos, dgue ndo estavam presentes no

fondaparinux (I, &cido L-idurdénico nédo-sulfatado; ANAc, N-
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acetil-D-glucosamina) e ao desaparecimento de alguns dos
sinals caracteristicos, tais como ANS, 3S e G-(ANS, 38). O
desaparecimento do sinal do pentassacarideo, G- (ANS, 3S3)
demonstra que este tipo de heparina de baixo peso molecular
nao tem quantidades detetaveis do motivo estrutural
responsdvel pela interacdo com a antitrombina III. De igual
modo, o desaparecimento do sinal de I2S demonstra gue esta
LMWH tem também mudangas significativas nas unidades

caracteristicas da regido regular de heparina.

A Figura 2H representa a regido dos sinais anoméricos

(relagbes HI1-Cl) do espetro 13c-1n HSQC de heparina sdédica,

gravados a 298K em &agua deuterada (D20). O espetro é muito

mais complexo do que o obtido para o fondaparinux (ver Figura
1), devido a presenca de novas unidades de monossacarideos,
que nao estavam presentes no fondaparinux (I, acido L-
idurdénico nd&o-sulfatado; ANAc, N-acetil-D-glucosamina) e a
alteracao da proporgado das unidades existentes, como é o caso
do anel de 4&cido L-idurdénico 2-sulfatado, I2S, gque esté
presente numa maior proporc¢ao. O pico da relacdo HI1I-Cl1 da
unidade G- (ANS, 3S) caracteristica do pentassacarideo foi
assinado com um circulo. Como pode ser observado na figura, a
intensidade deste sinal diminuiu comparativamente a amostra de
fondaparinux, devido ao aumento da proporgdo de acido D-
glucurénico ligada a N-sulfo-D-glucosamina G- (ANS), sendo esta
tltima o principal anel glucurdénico. A diminuicdo da proporgédo
da unidade G- (ANS, 3S) nas amostras de heparina sdédica, 1,0%
do teor total de monossacarideo, demonstra que a maioria das
cadeias de oligossacarideos nado possui o motivo estrutural
responsavel pela interacdo com a antitrombina III.

Foram também marcados os seguintes sinais:

ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS, 35, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura 2I representa a regido dos sinais anoméricos

(relagbdes H1-Cl) do espetro 13c-1n HSQC da heparina de baixo
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peso molecular BEMI_99 2, gravada a 298K em &gua deuterada

(D20) . O espetro ¢é muito diferente do obtido para

fondaparinux (ver Figura 1), devido a presenga de novas
unidades de monossacarideos, gque nao estavam presentes no
fondaparinux (I, &cido L-idurdénico nao-sulfatado; ANAc, N-
acetil-D-glucosamina; ANH2, D-glucosamina; ANH2,3S, D-3-0-
sulfo-glucosamina) e ao desaparecimento de alguns dos sinais
caracteristicos, tais como ANS,3S e G- (ANS, 39).

A Figura 2J representa a regido dos sinais anoméricos
(relagdes H1-Cl) do espetro 13C-1H HSQC de heparina calcica,

gravada a 298K em &agua deuterada (D20). O espetro € muito mais

complexo do que o obtido para fondaparinux (ver Figura 1),
devido a presenca de novas unidades de monossacarideos, que
ndo estavam presentes no fondaparinux (I, &cido L-idurdénico
ndo-sulfatado; ANAc, N-acetil-D-glucosamina) e a alteracdo da
proporcdo das unidades existentes, como é o caso do anel de
dcido L-idurdnico 2-sulfatado, I2S, que estd presente numa
maior proporcao. O pico da relacdao H1-Cl da unidade G- (ANS,
3S8) caracteristica do pentassacarideo foi assinalado com um
circulo. Como se pode observar na figura, a intensidade deste
sinal diminuiu comparativamente a amostra de fondaparinux,
devido ao aumento da proporcdo de acido D-glucurdnico ligada a
N-sulfo-D-glucosamina G- (ANS), sendo esta ultima o principal
anel glucurdnico. A diminuicdo da proporcdo da unidade G- (ANS,
35) nas amostras de heparina soédica, 1,0% do teor total de
monossacarideo, demonstra que a maioria das <cadeias de
oligossacarideos ndo possui o motivo estrutural responséavel
pela interacdo com a antitrombina IIT.

Foram também marcados o0s seguintes sinais:

ANSred, N-sulfo-D-glucosamina da extremidade redutora;
ANS, 3S, N-sulfo-30-sulfo-D-glucosamina.

A Figura 2K representa a regido dos sinais anoméricos

(relagdes H1-Cl) do espetro 13c-1H HSQC da heparina de baixo
peso molecular BP06408-66/27-A, gravada a 298K em 4&gua
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deuterada (Dp»0). O espetro é muito diferente do obtido para o
fondaparinux (ver Figura 24), devido a presenga de novas
unidades de monossacarideos, que n&o estavam presentes no

fondaparinux (I, &cido L-idurdénico nédo-sulfatado; ANAc, N-

acetil-D—glucosamina) e a diminuigéao dos sinais
correspondentes a ANS,3S e G-(ANS,3S). A diminuicdo do sinal
do pentassacarideo, G- (ANS, 3S), demonstra que este tipo de

heparina de baixo peso molecular tem uma baixa concentracgao do
motivo estrutural responsavel rela interacéao com a
antitrombina TIIT.

A Figure 2L representa a regido dos sinais anoméricos

(relagdes H1-Cl) do espetro 13c-1H HSQC da heparina de baixo
peso molecular BP06408-66/28-A, gravado a 298K em 4&gua
deuterada (D20). O espetro é muito diferente do obtido para o
fondaparinux (ver Figura 2A), devido a presenca de novas
unidades de monossacarideos, que n&o estavam presentes no

fondaparinux (I, &cido L-idurdénico nédo-sulfatado; ANAc, N-

acetil-D—-glucosamina) e ao desaparecimento dos sinais
correspondentes a ANS,35 e G-(ANS,3S). O desaparecimento do
sinal do pentassacarideo, G(ANS,3S), demonstra que este tipo

de heparina de baixo peso molecular néao possul quantidades
detetdveis do motivo estrutural responsédvel pela interacdo com
a antitrombina ITI.

A Figura 3 mostra que a percentagem de reducdo da &area
ulcerada nos ratos do Exemplo 2, gquando a bemiparina ¢é
administrada numa relacdo de 1:950 entre a semivida e a
dose, quando a bemiparina é administrada numa relacdo de 1:472
entre a semivida e a dose, e quando o fondaparinux é
administrado em doses equivalentes as doses terapéuticas,
i.e., 5 mg/ml, desde que tenha uma semivida de 17 horas no
plasma, em individuos saudaveis, o que, portanto, em ratos
Wistar, é de 0,22 mg por rato.

A Figura 4 mostra a evolugdo dos controlo da diabetes nos

ratinhos do Exemplo 4, relativamente aos ratinhos tratados com
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bemiparina sdédica. A &rea ferida foi representada a direita de
cada animal.

A Figura 5 mostra a evolugdao da percentagem de cura da
ferida ao longo do tempo, nos ratinhos do Exemplo 4.

A Figura 6 mostra microfotografias das secgdes das
feridas dos ratinhos do Exemplo 4, apdés coloragao com
hematoxilina-eosina. A. Controlo ndo-diabético. B. Animal
diabético tratado com fondaparinux sdédico. C. Animal diabético
tratado com bemiparina sdédica.

A Figura 7 representa a percentagem de reducgdo da 4&rea
ulcerada dos ratinhos do Exemplo 5, apds administracdo de uma
composigcdo de controlo por via tépica, de uma composicéo
tépica de bemiparina sdédica e de uma composicdo tépica de
fondaparinux sédica, uma composicdo tdépica de heparina ndo-
fracionada.

A Figura 8 mostra a evolugdo dos ratinhos do controlo
ndo-diabético do Exemplo 5 em relacdo aos ratinhos tratados
com heparina cédlcica. A 4area da ferida foi representada a
direita de cada animal.

A Figura 9 mostra a evolugdo da percentagem de cura da
ferida ao longo do tempo, nos ratinhos do Exemplo 5.

A Figura 10 mostra microfotografias das secgdes de ferida
dos ratinhos do Exemplo 5, apds coloragdo com hematoxilina-
eosina. A. Controlo ndo-diabético. B. Animal nao-diabético
tratado com bemiparina sddica. C. Animal ndo-diabético tratado
com heparina célcica.

A Figura 11 representa a percentagem de reducdo da A&rea
ulcerada no rato Wistar diabético, apds administracdo de uma
solugdo de controlo, por via oral, uma suspensdo de 100 mg/kg
de Dbemiparina sdédica e uma suspensdo de 10 mg/kg de
fondaparinux sédica.

Descrigdo Detalhada da Invengao

O problema a ser resolvido pela presente invencdo €, por

conseguinte, proporcionar uma composigdo farmacéutica dque
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resolva os problemas da técnica anterior.

A solucgcédo baseia-se no facto de os 1inventores terem
identificado uma composicgao farmacéutica de
glicosaminoglicanos, por via subcuténea ou parentérica, por
via oral e/ou tépica, em especial HBPM e HMBPM, para o
tratamento das Ulceras crénicas, como as Ulceras do pé
diabético, com a seguinte percentagem dos seguintes
monossacarideos (na gqual todas as percentagens estdo acima da
percentagem total de monossacarideos da composicao) :

a) N-sulfo-D-glucosamina: 25-50%

b) Acido D-glucurdénico: 3-25%

e caracterizada por uma propor¢do da unidade de dissacarideos
do &cido D-glucurédnico ligada a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina
ndo ser superior a 25%, e de preferéncia ndo superior a 20%,
conseguindo resolver o problema indicado, uma vez gque consegue
a regeneracado dos tecidos, prevenindo a amputacdo do membro, e
também €& eficaz como tratamento terapéutico e ndo apenas na
profilaxia.

Um outro aspeto da invencédo refere-se também ao uso de
uma composicdo de glicosaminoglicanos por via subcuténea ou
parentérica, por via oral e/ou tdépica, particularmente HBPM e
HMBPM, com uma Pproporgdo caracteristica pelo menos dos
monossacarideos selecionados a partir do grupo N-sulfo-D-
glucosamina, N-acetil-D-glucosamina, &acido L-idurdnico, &cido
L-idurénico 2-sulfatado e acido D-glucurdénico no fabrico de um
medicamento alternativo para o) tratamento das Ulceras
crbénicas, como as Uulceras de pressdo e as uUlceras do pé
diabético.

A solucdo baseia-se no facto de os 1inventores terem
identificado gque, contrariamente & crenca geral, €& possivel
administrar a um doente que sofre de ulcera do pé diabético um
tratamento que consiste numa dose de heparina de baixo peso
molecular (LMWH), classificado como a dose de tratamento de

doenca tromboembdlica venosa, sem que exista um maior risco de
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hemorragia, e obtendo surpreendentemente melhores resultados
do que quando administrada em concentragdes mais baixas, como
as concentracgdes profildticas habituais, devido a presenca de
uma certa percentagem de determinados monossacarideos nos
glicosaminoglicanos. Assim, a presente 1invengcdo proporciona
uma composicdo farmacéutica para o tratamento da ulcera do pé
diabético, utilizando as doses terapéuticas habituais para a
doenca venosa tromboembdlica, entendendo-se como doses
terapéuticas agquelas em que a relacdo entre a semivida no
plasma e a dose da LMWH em U.I. se situa entre 1:800 e
1:5000, i.e., aquelas que contém uma maior guantidade de
monossacarideos especificos.

Numa realizacdo especifica da presente invencéo, é
proporcionada uma composicéo farmacéutica de
glicosaminoglicanos por via subcutdnea ou parentérica, via
oral e/ou toépica, em especial HBPM e HMBPM, para O
tratamento da Ulcera do pé diabético, contendo a seguinte
proporgdo dos seguintes monossacarideos:

- N-sulfo-D-glucosamina: 25-50%

- N-acetil-D-glucosamina: 0-10%

- Acido L-idurdnico: 0-35%

o

- Acido L-idurénico 2-sulfatado: 0-50

- Acido D-glucurénico: 3-25%

Numa outra realizacdo especifica da presente invencédo, é
proporcionada uma composicédo farmacéutica de
glicosaminoglicanos por via subcuténea ou parentérica, via
oral e/ou tépica, em especial HBPM e HMBPM, para o
tratamento da ulcera do pé diabético, com a seguinte proporcgéo
dos seguintes monossacarideos:

- N-sulfo-D-glucosamina: 25-50%

- N-acetil-D—-glucosamina: 0-10%

- Acido L-idurénico: 0-10%

- Acido L-idurénico 2-sulfatado: 15-50%

- Acido D-glucurénico: 3-25%
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Numa outra realizacdo especifica da presente invencdo, €
proporcionada uma composicéo farmacéutica de
glicosaminoglicanos por via subcutdnea ou parentérica, via
oral e/ou toépica, em especial HBPM e HMBPM, para O
tratamento da tulcera do pé diabético, com a seguinte proporcgdo
dos seguintes monossacarideos:

- N-sulfo-D-glucosamina: 25-50%

- N-acetil-D-glucosamina: 0.1-8%

- Acido L-idurénico: 1-10%

- Acido L-idurdénico 2-sulfatado: 15-40%

- Acido D-glucurénico: 3-15%

Mais especificamente, a presente invencdo pretende ser
uma composigao farmacéutica de glicosaminoglicanos para
administracdo por via subcutédnea ou parentérica, via oral
e/ou tdépica, em especial HBPM e HMBPM, para o tratamento das
Ulceras crénicas, como as uUlceras do pé diabético, com uma
percentagem da unidade de dissacarideos do &cido D-glucurédnico
ligada a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina (ANg,3s) inferior a
20%, mails preferencialmente inferior a 10% e ainda mais
preferencialmente inferior a 5% do total da composigido de
sacarideos.

Um dos méritos desta invencdo é ndo sé ter eliminado um
preconceito do estado da técnica, mas também conseguir uma
relacdo efetiva entre a percentagem dos monossacarideos acima
mencionados e a dose de medicamento contendo a composicéao
farmacéutica acima referida necessédria para tratar a uUlcera do
pé diabético, assim como para favorecer a cicatrizacdo e
regeneracgao dos tecidos, nos doentes, tendo em conta a
semivida destes glicosaminoglicanos no plasma.

A semivida das diversas HBPM conhecidas no plasma é
mostrada na Tabela 1, cujos dados foram extraidos da
publicagdo Planes, A. Review on bemiparin sodium - a second
generation low molecular weight heparin - and its

applications in venous thromboembolism. Expert opinion.
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Pharmacother. 2003; 4:1551-61.

Tabela 1
Gama de semividas no | Semivida no plasma
LMWH
plasma (horas) (horas)

RO-14 6,5 - 6,9 6,7
Bemiparina 5,2 - 5,4 5,3
Enoxaparina 4,0 - 4,4 4,2
Nadroparina 3,7 3,7
Dalteparin 2,3 - 2,8 2,5
Tinzaparina 3,0 3,0

Em relacdo aos diferentes tipos de HBPM, observa-se dque
as doses utilizadas dependem, de modo inversamente
proporcional, da sua semivida no plasma, conforme mostra a
Tabela 2 (Fonte: ver o artigo acima referido "Expert opinion
Pharmacother"™, excetuando-se o caso do R0O14, cujos dados sao

provenientes de estudos do requerente):
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LMWH Dose média Relacgédo aproximada
Nadroparing 7.600 1:8,00
Dalteparin 10.000 1:9,50
Tinzaparing 10.000 1:1.900
LMWH Dose média Relacédo aproximada
Nadroparing 7.600 1:2.00
Dalteparin 10.000 1:4.000
Tinzaparing 10.000 1:3.300

Em resultado disso, um aspeto adicional da invencdo visa
a utilizacdo de glicosaminoglicanos, em especial heparinas de
baixo peso molecular, no fabrico de um medicamento para o
tratamento da Ulcera do pé diabético, caracterizado por a
relacdo entre a semivida no plasma e a dose em U.I. da LMWH
se situar entre 1:800 e 1:5.000, 1i.e., caracterizado por ser
administrada uma composicdo contendo uma maior quantidade de
monossacarideos selecionados de um grupo composto por N-sulfo-
D—-glucosamina, N-acetil-D-glucosamina e &cido D-glucurédnico,
e em realizagdes preferenciais da invencdo, também &cido L-
idurdénico e &cido L-idurdénico 2-sulfatado, e uma percentagem
da unidade de dissacarideo do &cido D-glucurdnico ligada a N-
sulfo-3-sulfo-D—glucosamina inferior a 20% do total da
composig¢do de sacarideos, para o tratamento da ulcera do pé
diabético, mais preferencialmente inferior a 10% e ainda mais
preferencialmente inferior a 5%.

Num outro aspeto, a invencdo visa utilizar uma heparina
de baixo peso molecular no fabrico de um medicamento para o
tratamento da ulcera do pé diabético, no qual a LMWH é uma
heparina com um peso molecular médio inferior a 6.000
Daltons.

Num outro aspeto, a invencao visa utilizar uma heparina
de baixo peso molecular no fabrico de um medicamento para o
tratamento da Ulcera do pé diabético, caracterizado por a

semivida no plasma se situar entre 5,2 e 5,4 e a dose média
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didria ser de 5.000 U.I., o gque assegura ter uma percentagem
especifica dos monossacarideos selecionados do grupo composto
por N-sulfo-D-glucosamina e acido D-glucurdnico e, em
realizagbes preferenciais da invengdo, também N-acetil-D-
glucosamina, dcido L-idurénico e 4&cido L-idurdnico 2-
sulfatado, e a unidade de dissacarideo do &cido G-glucurdnico
ligada a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina ser inferior a 20% do
total da composicdo de sacarideos, mais preferencialmente
menos de 10% e ainda mais preferencialmente menos de 5%.

Num outro aspeto, a invencdo visa utilizar uma heparina
de baixo peso molecular no fabrico de um medicamento para o
tratamento da Ulcera do pé diabético, caracterizado por a
semivida no plasma se situar entre 4,0 e 4,4 e a dose média
didria ser de 7.600 U.I., o gue assegura ter uma percentagem
especifica dos monossacarideos selecionados do grupo composSto
por N-sulfo-D-glucosamina, N-acetil-D-glucosamina, &cido L-
idurdénico, acido L-idurdénico 2-sulfatado e acido D-
glucurédnico.

Num outro aspeto, a invencao visa a utilizacdo de uma
heparina de baixo peso molecular no fabrico de um medicamento
para o tratamento da ulcera do pé diabético, caracterizado por
a semivida no plasma se situar entre 2,3 e 2,8 e de a dose
média didria ser de 10.000 U.I., o gue assegura ter uma
percentagem especifica de monossacarideos selecionados do
grupo composto por N-sulfo-D-glucosamina e acido D-
glucurdénico e, nas realizacbdes preferenciais da invencéao,
também N-acetil-D-glucosamina, &cido L-idurdénico e &cido L-
idurénico 2-sulfatado.

Tal como 1indicado, o resultado de administrar uma LMWH
numa dose de tratamento em que a relacgao entre a semivida de
cada LMWH no plasma e a dose em U.I. de cada LMWH se situa
entre 1:800 e 1:5.000, a vantagem de administrar um
medicamento alternativo para o) tratamento das Ulceras

crénicas, como as ulceras do pé diabético, proporcionando uma
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maior eficécia do que 0s tratamentos tradicionais, é
conseguido sem um aumento significativo dos inconvenientes
tipicamente associados a este tratamento, tal como um maior
risco de hemorragia, devido ao facto de conter uma maior
quantidade de determinados monossacarideos e uma guantidade
limitada da unidade de dissacarideos do &cido D-glucurdnico
ligado a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina inferior a 20% do
total da composicdo de sacarideos.

Esta invencdo foi possivel em resultado do facto de os
inventores terem ultrapassado o preconceito existente no campo
técnico das heparinas contra o aumento da concentragdo de HRBPM
para niveis da ordem das doses de tratamento da doencga
tromboembdélica venosa, em vez de manterem as habituais doses
profildticas (mais baixas), acreditando que esse aumento iria
aumentar significativamente o risco de hemorragia, sem ter
efeitos benéficos relativamente a melhoria da regeneracgdo e
cicatrizacdao do tecido epitelial, conforme se observou na
presente invencgéao.

Além disso, sem dquererem ser levados pela teoria, os
inventores da presente invencgao consideram, no entanto, que os
resultados dos exemplos suportam as suas hipdteses, uma vez
que se o0 pentassacarideo sintético (fondaparinux) é utilizado
para o tratamento da Ulcera do pé diabético, a atividade
cicatrizante e/ou regeneradora ¢ altamente reduzida (quando
deveria ser o) inverso), do mesmo modo que se 0os
monossacarideos selecionados do grupo que ¢é composto por N-
sulfo-D-glucosamina, N-acetil-D—-glucosamina, acido L-
idurénico, &cido L-idurédnico 2-sulfatado e adcido D-glucurdnico
forem quimica ou enzimaticamente modificados, a atividade da
composicdo de glicosaminoglicano diminui consideravelmente.
Conclui-se portanto que, embora haja uma porgao de
pentassacarideo na estrutura, ela ndo € responsavel pela
atividade cicatrizante e/ou regeneradora, assim como se 0S8

monossacarideos acima referidos forem qualitativa ou
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quantitativamente alterados, ndo serd obtida uma boa atividade
cicatrizante e/ou regeneradora.
EXEMPLOS

Os exemplos especificos gque se seguem servem para
ilustrar a natureza da presente invencao. Estes exemplos séao
incluidos apenas a titulo ilustrativo e nado devem ser
interpretados como limitacgdes a invencao que aqui se
reivindica.

Realizou-se uma série de experiéncias para demonstrar que
o uso de glicosaminoglicanos, como as heparinas de baixo
peso molecular, no fabrico de medicamentos para o tratamento
da ulcera do pé diabético em doses terapéuticas de HBPM, nas
quals a relacdo entre a semivida de cada LMWH no plasma e a
dose da LMWH em U.I. se situa entre 1:800 e 1:5.000
proporciona as vantagens da invencdo indicadas.

Nestas experiéncias foram utilizados diversos compostos,
em especial os seguintes:

Produtos comerciais:

— Fondaparinux: pentassacarideo andlogo com elevada

afinidade para a antitrombina III obtida por sintese quimica.
Tem as seguintes caracteristicas, entre outras: peso
molecular de 1728 Daltons e um anti-fator Xa ativo em
U.I./mg.

— Bemiparina: ¢é uma heparina de segunda geracdo, com um

baixo peso molecular (peso molecular médio de 3.600 Daltons)
e uma relacdo anti-Xa/anti-IIa superior a 8. A Bemiparina é
obtida por uma nova despolimerizacdo e fracionamento - Dbeta-
eliminagdo por um método em meio ndo-aquoso para atingir um
peso molecular ainda mais baixo que as heparinas anteriores,
assim como uma distribuicdo 6tima dos fragmentos das mesmas,
de modo a que a percentagem de fragmentos resultante, de mais
de 6.000 Daltons, seja muito inferior ao resto da HBPM, com
uma elevada percentagem de cadeias abaixo da extensao

critica (MW<5,400 D). Sem pretenderem ser levados pela teoria,
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0s inventores acreditam que sao precisamente 0s
monossacarideos presentes que ndo fazem parte da porgédo
caracteristica do pentassacarideo responsdvel pela atividade
antitrombdética, que sdo considerados secunddrios e dque, até
agora, ndo foram considerados importantes, gue conferem a
HBPM da invencdo as vantagens indicadas; por esta razéao,
quanto maior for a dose de monossacarideos, melhor a
cicatrizacdo e a cura das Ulceras do pé diabético.

— Enoxaparina: heparina de baixo peso molecular, obtida

por despolimerizacao por um método de R-eliminagdo num meio
aquoso dos ésteres de Dbenzilo previamente formados de
heparina. Tem, entre outras, as seguintes caracteristicas (Ph.
Eur. 6th Edition): Peso molecular médio de 3500-5500 Daltons e
uma atividade anti-fator Xa de 90 -125 U.I./mg.

— Dalteparin: heparina de baixo peso molecular, obtida

por despolimerizacgdo com acido nitroso. Tem, entre outras, as
seguintes caracteristicas (Ph. Eur. 6th Edition): peso
molecular médio de 5600-6400 Daltons e uma atividade anti-
fator Xa de 110-210 U.I./mg.

— Tinzaparina: heparina de baixo peso molecular, obtida

por despolimerizacdo enzimdtica com heparinase I. Tem, entre
outras, as seguintes caracteristicas (Ph. Eur. 6th Edition):
peso molecular médio 5500-7500 Daltons e uma atividade anti-
fator Xa de 70-120 U.I./mg.

— Heparina sédica: heparina ndo-fracionada. Tem, entre

outras, as seguintes caracteristicas (Ph. Eur. 6th Edition):
atividade anticoagulante: 2 150 U.I./mg.

— Heparina célcica: heparina ndo-fracionada. Tem, entre

outras, as seguintes caracteristicas (Ph. Eur. 6th Edition):
atividade anticoagulante: 2 150 U.I./mg.

Produtos em fase de investigacédo:

— RO-14: heparina de muito baixo peso molecular, obtida
por despolimerizacdo por um método de B-eliminac¢do, num meio

ndo-aquoso. Tem, entre outras, as seguintes caracteristicas:
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peso molecular médio de 1800-3000 Daltons e uma atividade
anti-fator Xa de 80-140 U.I./mg.

- BEMI-99/4: ¢é uma heparina de baixo peso molecular, com
um grau de sulfacdo alterado, de modo a ter apenas Jgrupos
sulfato na posicdo N das glucosaminas. Por esta razdao, a sua
atividade anti-fator Xa diminui consideravelmente, porque a
porcdo de pentassacarideo € qualitativa e quantitativamente
afetada. As modificagdes para obtencdo desta heparina baseiam-
se numa reacao da des-N,O-sulfacdo, que decorre segundo as
condigdes descritas por Nagasawa e Inoue (Nagasawa K, Inoue
Y. De-N-sulfation. Methods Carbohydr. Chem. 1980; 8:287-289)
e de N-sulfagdo, segundo as condigdes da Lloyd et al. Lloyd
AG, Embrey G, Fowler LJ. Studies on heparin degradation-1I:
Preparation of [35S] sulphamate derivatives for studies on
heparin degrading enzymes of mammalian origin. Biochem.
Pharmacol.1971; 20:637-648); assim, dissolvem-se 10 g de
bemiparina em 150 ml de &dgua e passa-se a solucdo através de
uma coluna Dowex 50WX8,H+. 0] eluato € neutralizado com
piridina e liofilizado, obtendo-se 11,2 g de sal de piridinio
de bemiparina.

O sal de piridinio de bemiparina (3 g) ¢é dissolvido em 75
ml de dimetilssulfdxido, contendo 10% de metanol, e a solucéo
¢ mantida durante 24 horas a 105°C. Decorrido este tempo,
acrescentam-se 75 ml de &gua, ajusta-se o pH para 9,0-9,5 com
hidréxido de sdédio e agita-se a mistura durante 15
minutos. A solugdo ¢é neutralizada com &cido <cloridrico,
dissolvem-se 0,5 g de cloreto de sdédio e a mistura ¢é
precipitada com a adicgdo de 3 volumes de metanol, obtendo-se
o derivado des-N, O-sulfatado.

O derivado des-N, O-sulfatado (1 g) ¢é N-sulfatado, de
acordo com as condigdes de Lloyd et al. O produto é dissolvido
em 75 ml de uma solugdo saturada de bicarbonato de sdédio e o
pH ¢é ajustado para 9. A solugdo € aquecida a 55°C e

adicionam-se 3 g de complexo de tridéxido de enxofre-
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trimetilamina. A reacdo é mantida durante 3 horas a 55°C.
Decorrido este tempo, adicionam-se novamente 3 g de complexo
de tridéxido de enxofre-trimetilamina, deixando-se a reacgdo a
55°C durante mais 3 horas. A solugdo ¢é arrefecida e o pH
ajustado para 7 com &cido cloridrico; junta-se 1 g de cloreto
de sédio e a mistura ¢é precipitada com trés volumes de
metanol, obtendo-se 0,88 g de BEMI-99/4. O produto obtido tem
as seguintes caracteristicas: peso molecular médio de 3468
Daltons e uma atividade anti-fator Xa de 4 U.I./mg.

- BEMI-99/2: heparina de baixo peso molecular, com 0O seu
grau de sulfatacdo alterado sob o efeito de uma reacao de des-
N-sulfatacao.

Isto envolve uma diminuicdo da sua atividade anti-fator
Xa, porque o pentassacarideo é afetado.

As modificacgbes para obtencdo desta heparina baseiam-se
nas condig¢des descritas por Nagasawa e Inoue (Nagasawa K,
Inoue Y. De—-N-sulfation. Methods Carbohydr. Chem. 1980;
6:287-289) . Dissolvem-se 3 g de sal de ©piridinio de
bemiparina (preparado conforme indicado no exemplo anterior)
em 450 ml de dimetil-sulfdxido contendo 10% de metanol, e a
solugdo ¢é mantida durante 2 horas a 55°C. Decorrido este
tempo, o pH é ajustado para 9,0-9,5 com hidrdéxido de sddio e
a mistura ¢é agitada durante 15 minutos. A  solugao ¢é
neutralizada com &cido cloridrico, dissolvem-se 0,5 g de
cloreto de sdédio e a mistura é precipitada com a adicdo de 3
volumes de metanol, obtendo-se o derivado des-N,O-sulfatado.
Obtém-se 0,91 g de BEMI-99/2. O produto obtido tem as
seguintes caracteristicas: peso molecular médio de 3619
Daltons e uma atividade anti-fator Xa de 19 U.I./mg.

- H13-96/5: € uma heparina de baixo peso molecular, com
um mais baixo grau de acetilacdo. Por esta razao, a sua
atividade anti-fator Xa diminui consideravelmente, porgque a
porcdo de pentassacarideo € qualitativa e quantitativamente

afetada. Neste caso, para se poder obter este
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glicosaminoglicano, ¢ feita uma des—-N-acetilacdo, segundo as
condigdes descritas por Shaklee e Conrad (Shaklee PN, Conrad
HE. Hydrazinolysis of heparin and other glycosaminoglycans.
Biochem J 1984; 217:187-197). Assim, dissolvem-se 5 g de RO-14
em 125 ml de hidrazina anidra, contendo 1% de sulfato de
hidrazina, e mantém-se a mistura a 95°C durante 6 horas. A
solugdo é concentrada até secar, redissolvida numa gquantidade
minima de &gua e neutralizada com acido cloridrico. Adicionam-
se 2,5 g de cloreto de sédio e precipita-se a mistura com 3
volumes de metanol, obtendo-se o produto H13-96/5 (3,4 g). O
produto obtido tem as seguintes caracteristicas: peso
molecular médio de 2008 Daltons e uma atividade anti-fator Xa
de 46 U.I./mg.

-

- BP06408-66/27-A: ¢ uma heparina de baixo peso

molecular, com uma reduzida atividade anti-fator Xa, obtida
pelo fracionamento de bemiparina, por cromatografia de
afinidade em ATIII.

Para obter este derivado, passam-se 10 mg de bemiparina
através de uma coluna de Sepharose 4B ativada com CNBr,
previamente ativada com ATIII (humana), preparada de acordo
com as condigdes descritas por HOOK et al. (HOGSk M, Bjork I,
Hopwood J, Lindahl U. FEBS Lett. 1976; 66:90-93). A coluna ¢
eluada a 4°C com uma solucdo-tampdo com um pPH 7,40 de 1 mM
Tris-HC1 + 0,4 M NaCl, eluindo-se assim a fracdo com baixa
afinidade.

Esta fracdo ¢é purificada por uma coluna de Biogel P2,
eluindo com &gua. A solucdo contendo o produto é liofilizada,
obtendo-se finalmente 7,6 mg do produto. O produto obtido tem
as seguintes caracteristicas: peso molecular médio de 3567
Daltons e uma atividade anti-fator Xa de 32 U.I./mg.

- BP06408-66/28-A: ¢ uma heparina de Dbaixo peso

molecular, com atividade anti-fator Xa minimizada, obtida pelo
fracionamento de bemiparina, por cromatografia de afinidade em

ATITTI. Para obter este derivado, passam-se 10 mg de
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bemiparina através da coluna de afinidade descrita na
preparacdao do produto anterior. A coluna é eluida a 4°C com
uma solugao-tampdo com um pH de 7,40, composta por 1 mM Tris-
HC1 + 0,25 M NaCl, sendo eluida a fracdo com baixa afinidade.

Esta fracdo ¢é purificada por uma coluna de Biogel P2,
eluida com &gua. A solucdo contendo o produto é liofilizada,
obtendo-se finalmente 3,6 mg de produto. O produto obtido
apresenta as seguintes caracteristicas: baixo peso molecular
médio de 3611 Daltons e uma atividade anti-fator Xa de 5,4
U.I./mg.

As experiéncias realizadas foram geralmente as seguintes:
preparacado e quantificacdo e identificacdo de fracdes das
fracdes de glicosaminoglicano, por meio de NMR e
administragdo em ratos Wistar previamente diabetizados e em
ratinhos geneticamente modificados, a fim de avaliar a cura
das referidas ulceras.

ESTUDO DA QUANTIFICACAO E IDENTIFICACAO DE FRACOES POR NMR

Determinacdo das percentagens de monossacarideos dos produtos

Os inventores da presente invencdo analisaram amostras
comerciais e as suas préprias amostras de investigacdo, para
determinarem as proporgdes de monossacarideos responsaveis
pela cura da uUlcera do pé diabético, assim como as diferentes
fragdes de sacarideos presentes no pentassacarideo.

0O teor médio de monossacarideos nas amostras de
glicosaminoglicanos (GAG) foi determinado por meio da técnica

da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) , utilizando

experiéncias bidimensionais 13C-1H HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence - Coeréncia de Quantificagdo Heteronuclear
Simples) quantitativas, segundo o método descrito por Marco
Guerrini et al. O aumento da resolugdao gque obtida com a
segunda dimensdo permite quantificar sinais gque se sobrepdem
num espetro unidimensional, técnica que se reveste de especial
interesse para o estudo de hidratos de carbono complexos, como

os GAG. Estas moléculas tém graves problemas de sobreposigdo
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num espetro 1H unidimensional, que torna dificil determinar as
adreas de picos isolados em 1D para a sua quantificacéao.

A quantidade da unidade de &cido D-glucurdénico ligada a
N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina G (ANS, 33), presente em GAG
obtidos a partir da heparina natural, podem estar diretamente
relacionados com a atividade anti-Xa da mesma, conforme
descrito por M. Guerrini et al. Este dissacarideo pertence ao
pentassacarideo responsdvel pela interacdo com a antitrombina
IIT e apenas €& detetado nas sequéncias ativas. O sinal de
relacdo do carbono anomérico deste tipo de &cido glucurdnico
com o hidrogénio diretamente ligado, aparece numa regido
caracteristica, ndo-sobreposta no espetro HSQC e pode por isso
ser utilizado para quantificar a proporcdo do pentassacarideo

no GAG.

Os espetros 13c-1n HSQC de fondaparinux e de diferentes

GAG estao representados nas Figuras 2A a 2L, nas quais o sinal

da relacgao 1u-13¢c do protdo anomérico correspondente a unidade
de &cido glucurdnico do pentassacarideo foi assinalado com um
circulo.

A medicao da intensidade deste sinal nos espetros permite
determinar a proporgcdo de pentassacarideo. O0Os resultados
indicam que a percentagem do monossacarideo G- (ANS, 3S) em caso
algum excede 3% nos GAG analisados, ao contrario de
fondaparinux, na qual essa proporcdo € de 20%.

No entanto, os GAG estudados tém novas unidades de
monossacarideos, tais como anéis de acido idurdénico néo-
sulfatado (I) ou glucosaminas N-acetiladas (ANA). De igual
modo, a percentagem da unidade de acido idurdénico 2-sulfatado
é muito maior do que no pentassacarideo. Por conseguinte, as
amostras analisadas contém maioritariamente cadeias de

oligossacarideos diferentes de fondaparinux.
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Fragde FondapaBemipariRO14 H13_96_BEMI_99_2BENI|BP(64(0|BP0040 EnoxaparinaDalte-Tinza- Heparina | §
s |rinux| na 5 99 4 8 8 parinparina ndo-
NS A0 14 135.339.6 10,443.4 49.3 10,65 37,3 H2.45 42,6 25-
AlNAC (0 2.9 2.2 0.1 2.5 0.031.8 4.1 p.6 5.15 1.5 .l 0-
15 0 3.7 8.3 6y 0 Ao P26 26 31,7 B0.2 38.4 0-
I 0 2.8 3304 (LB .18 13 B35 5.0 .30 p.T 0-
G 2 5.1 J. 7.8 P 9.200.2 .6 B4 1.29 1.9 {10 3-
hs, 3g 0 2.4 51080 0 Kk0.T 2.2 2.3 L0 R.2 <20
G-hyg, Rl 1.5 2619 0 kb1 1.7 2.05 (105 1.0 <20

I: acido L-1ourdnico

G: acido D-glucurénico

ENS: N-sulfo-D-glucosamina

ENAC: N-acetil-D-glucosamina

125 acido L-idurdnico 2-sulfatado

fyg, 3g: N-sulfo-3-sulfo-D-glucosanina

Todos 0s dados desta tabela estao expressos em 3.

G-Ryo, 3g¢ acido D-glucurénico ligado a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina
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ESTUDO EM RATOS WISTAR, POR VIA PARENTERICA

Exemplo 1:

Diabetizacdo de ratos Wistar.

Para concretizar a presente realizacgdo foram administradas
doses de 45 mg/kg de estreptozotocina (STZ), que foram
aplicadas por via intramuscular, para constituir um lote de 8
ratos diabéticos (Andrades Ja et al. Engineering, expression,
and renaturation of a collagen-targeted human bFGF fusion
protein. Growth Factors. 2001; 18(4):261-75).

Foram utilizados ratos Wistar machos, com um peso médio de
250 g por rato, aos quais foi administrada uma dose de 11,25 mg
de STZ por rato, por via intramuscular, através da aplicacdo de
100 pl na pata esquerda de cada rato.

Foi administrada &gua glicosada (350 mg/dl) a todos os
ratos, durante os trés dias, e foram feitas diariamente medicgdes
de glicose, com um glicdmetro, a fim de verificar se os ratos se
encontravam realmente diabetizados. Por esta razdo, antes da
administracdo e, a mesma hora, 4 dias apds a administracdo de
estreptozotocina, foi colhida uma gota de sangue da veia caudal
de cada rato, para subsequente quantificacdo de glicémia e para
ver se 08 animais estavam diabéticos, antes de iniciar o estudo
de ulceracao.

Tabela 1: Avaliacdo peso-glicémia dos ratos Wistar

Glicémia Glicémia Glicémia
RATO PESO (9) Dia 0 Dia 4 Dia 9
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1 250 120 >350 >350
2 245 129 >350 ———=
3 255 119 >350 —-———=
4 250 135 >350 ———=
5 240 136 >350 -———=
6 260 171 >350 >350
7 270 124 >350 —-———=
8 245 133 >350 -———=
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Ulceracao de ratos Wistar e medigcdo do grau de cicatrizacao

Para este exemplo, foram escolhidos, no total, 3 grupos com

8 ratos Wistar:

Grupo de controlo: 2 ratos
Grupo 1l: Dose elevada de heparina (217 U.I.) 3 ratos
Grupo 2: Dose baixa de heparina (108 U.I.) 3 ratos

A selecdo dos ratos incluidos em cada grupo foi feita
aleatoriamente.
Uma vez diabetizados os ratos, foram-lhes feitas 4 ulceras

com um didmetro de 1lcm cada uma, utilizando um Dbisturi. Foi

seguido um protocolo de anestesia/analgesia com
Ketamina/xilazina, de acordo com as recomendacgdes do livro:
"Handbook of laboratory animal management and welfare" (Manual

de gestdo e bem-estar de animais de laboratdrio):

— Anestesia: 10 mg/kg de xilazina + 90 mg/kg de ketamina
IP

— Analgesia: 300 mg/kg de paracetamol por via oral
(dissolvido em agua)

No exemplo presente, no dia apds a ulceracgdo, todos os
ratos incluidos no estudo, exceto um do Grupo 1 e outro do Grupo
2, estavam mortos. A causa da morte ndo se deveu a fendmenos de
infecgcdo, mas antes a possibilidade de um efeito da anestesia.
Por conseguinte, a experiéncia prosseguiu com dois ratos, cada
um deles com quatro Ulceras, um tratado com uma dose elevada de
bemiparina e outro com uma dose baixa de bemiparina, tendo a
experiéncia prosseguido para observar as diferencas na
superficie em cicatrizacdo e ulcerada entre as diferentes doses.

As Ulceras foram tratadas com agua e limpas durante 9 dias
apbdés a ulceracao.

As administrag¢des de Dbemiparina decorreram mediante uma
solugdo de bemiparina, por via subcutédnea (100 ul) para o
tratamento das ulceras.

O dié&metro da dulcera foi gquantificado por decalque da
Ulcera numa transparéncia, a fim de verificar a evolugdo da

cicatrizacéao.
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A Tabela 2 mostra o céadlculo da percentagem de reducdo da

drea ulcerada no dia 9 em relacdo ao dia 1:

Tabela 2
Rato 108 U.I. Rato 217 U.I.
E 43,23%* A 26,2%
F 17,36% B 20,14%
G 32,24% C 25,64%
23,59% D 37,43%
Média: 24.3967,47 Média: 27.3567,25

(*Exclui-se da média devido a uma quantificacgdo errdnea)

Evolugado da cicatrizacgao

Quantitativamente, ndo se observa uma grande diferenca em
relagdo a éarea das ulceras entre os dois ratos. No entanto, o
processo de cicatrizacdo do rato D=217 U.I. é macroscopicamente
muito melhor, dado que o fecho da ulcera apresenta uma melhor
qualidade na granulagcdo ou na regeneragdo com menos conteudo
fibroso do que o rato D=108 I.U., pelo gque se observa uma
melhoria gqualitativa em relacdo a cicatrizacdo e regeneracao do
tecido ulcerado com a administracdo de D=217.

Exemplo 2:

Diabetizacdo de ratos Wistar

Para concretizar a presente realizacdo, foram administradas
doses de 45 mg/kg de estreptozotocina (STZz), por via
intramuscular, para constituir um lote de 8 ratos diabéticos
(Andrades Ja et al. Engineering, expression, and renaturation
of a collagen-targeted human bFGF fusion protein. Growth
Factors. 2001; 18(4):261-75).

Foram utilizados ratos Wistar macho, com um peso médio de
250 g por animal, aos qguais foli administrada uma dose de 11,25
mg de STZ por rato, por via intramuscular, através da aplicagéo
de 100 ml na pata esquerda de cada animal.

Foi administrada &gua glicosada (350 mg/dl) a todos os
ratos, durante trés dias e feitas medicdes didrias da glicose
com um glicdédmetro, a fim de verificar se o0s ratos estavam de

facto diabetizados. Por esta razdo, antes da administracdo e a
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mesma hora, 4 dias apds a administracdo de estreptozotocina, foi
colhida uma gota de sangue da veia caudal dos ratos, para
subsequente quantificacdo da glicémia e para verificar se os
animais estavam de facto diabéticos antes de iniciar o ensaio de
ulceracgao.

Tabela 3: Medicdo do peso-glicémia de ratos Wistar

RATO| PESO (9) Glicémia Glicémia Glicémia
Dia 0 (mg/dl) Dia 4 (mg/dl) Dia 9 (ma/dl)
1 240 128 >350 1
2 240 132 >350 2
3 250 121 >350 3
4 260 138 >350 4
5 250 142 >350 5
6 245 136 >350 6
7 265 129 >350 7
3 245 141 >350 8

Ulceragao de ratos Wistar e medigao do grau de cicatrizacéo

Para este exemplo, foram escolhidos, no total, 3 grupos com

8 ratos Wistar machos:

Grupo de controlo Fondaparinux 2 ratos
Grupo 1: Dose elevada de heparina (217 U.I.) 2 ratos
Grupo 2: Baixa dose de heparina (108 U.I.) 2 ratos

A selecdo dos ratos incluidos em cada grupo foi feita
aleatoriamente.

Uma vez diabetizados os ratos, foram-lhes feitas 2 ulceras
com um didmetro de 1lcm cada, com um bisturi. Seguiu-se um
protocolo de anestesia/analgesia com ketamina/xilazina, de
acordo com as recomendacgdes do livro: "Handbook of laboratory
animal management and welfare" (Manual de gestdo e bem-estar
de animais de laboratdrio):

— Anestesia: 10 mg/kg de xilazina + 90 mg/kg de ketamina
IP

- Analgesia: 300 mg/kg de paracetamol por via oral
(dissolvido em agua)

As Ulceras foram tratadas com agua e limpas durante 9 dias
apds a ulceracéao.

A administragdo de bemiparina e fondaparinux decorreram
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mediante uma solugdo de bemiparina por via subcutédnea (100 nul)
para o tratamento das ulceras.

O diémetro da tulcera foi quantificado por decalgue da
Ulcera numa transparéncia, a fim de verificar a evolugdo da
cicatrizacao.

A Tabela 4 mostra o cdlculo da percentagem de reducdo da

drea ulcerada no dia 9 em relacdo ao dia 1:

Tabela 4
Ratos 217 U.I. Lote| Ratos 108 U.I. Lote Ratos Fondaparinux
A 29,31% E 16,96% H 17,00%*
B 31,85% F 13,26% I 20, 69%
C 28,40% G 19,14% J 21,32%
D 24,89% H 19,71% K 23,81%
Média: 27,35+7,25 | Média: 24,397,477 | Média: 20,707, 20

As médias dos trés lotes deste estudo estdo indicadas na
Figura 3.

Evolucgdo da cicatrizacao

Neste estudo, aparece ja& uma reducdo da &rea ulcerada,
entre o dia 0 e o dia 9 (ver Figura 3); além disso, como no
Exemplo 1, observa-se de facto uma diferenca macroscopicamente
quantitativa relativamente ao tipo de cicatrizacadao do tecido
ulcerado: o processo de cicatrizacdo do rato D=217 U.I. &
macroscopicamente muito melhor do gue no caso de fondaparinux,
em que a ferida apresenta uma ligeira variacdo no dia 9 em
relagdo ao dia 0. No caso do rato com D=217, o fecho da ulcera
tinha uma qualidade superior na granulagcdo ou na regeneracao do
tecido dérmico, com menos conteudo fibroso que o rato D=108
U.I., ou seja, observa-se uma melhoria qualitativa em relacdo a
cicatrizacao e regeneracao do tecido ulcerado, com a
administracdoc de D=217 e do rato com fondaparinux.

Exemplo 3:

Diabetizacdo de ratos Wistar

Para concretizar a presente realizacado, foram administradas
doses de 45 mg/kg de estreptozotocina (STZ), por via
intramuscular, para tornar diabéticos um lote de 10 ratos

(Andrades Ja et al. FEngineering, expression, and renaturation



10

15

20

46

of a collagen-targeted human bFGF fusion protein. Growth
Factors. 2001; 18(4):261-75).

Foram utilizados ratos Wistar machos com um peso médio de
250 g por rato, aos qgquais fol administrada uma dose de 11,25 mg
de STZ por rato, através da aplicacdo por via intramuscular de
100 ml, na pata esquerda de cada rato.

A diabetes foi induzida em 6 de todos os ratos e 4 deles
foram deixados como nado-diabéticos, num grupo de controlo, para
testar o resultado da cicatrizacdo das uUlceras crdnicas nao
causadas por diabetes.

Foi administrada &gua glicosada (350 mg/dl) aos ratos,
durante trés dias e feitas medig¢des didrias da glicose com um
glicémetro, a fim de verificar se os ratos estavam de facto
diabetizados. Por esta razdo, antes da administracdo e a mesma
hora, 4 dias apds a administracdo de estreptozotocina, foi
colhida wuma gota de sangue da veia caudal dos ratos, para
subsequente quantificacdo da glicémia e para verificar se os
animais estavam de facto diabéticos antes de iniciar o ensaio de
ulceracao.

Tabela 5: Medicdo do peso-glicémia de ratos Wistar

RATO PESO Glicémia Glicémia
(g) Dia 0 (mg/dl)| Dia 4 (mg/dl)
1 25 13 >35
2 25 14 >35
3 25 12 >35
4 26 12 >35
5 25 14 >35
6 26 14 >35
RATOS NAO-DIABETICOS
RATO PESO Glicémia Glicémia
(g) Dia 0 (mg/dl)| Dia 4 (mg/dl)
7 24 13 14
38 26 14 13
S 24 15 12
1 25 14 13

Ulceracdo de ratos Wistar e medigdo do grau de cicatrizacéao
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Para este exemplo, foram escolhidos, no total, 5 grupos de

10 ratos Wistar machos:

Grupo de controlo nao-diabéticos 2 ratos
Grupo de controlo diabéticos 2 ratos
Grupo 1: Nao-diabéticos BRemiparina (217| 2 ratos
Grupo 2: Diabéticos Bemi 99 2 (2,2 2 ratos
Grupo 3: Diabéticos fondaparinux (0,22 |2 ratos

A selecdo dos ratos incluidos em cada grupo foi feita
aleatoriamente.

Uma vez prontos os ratos, foram-lhes feitas 2 ulceras com
um didmetro de 1lcm cada, com um bisturi. Seguiu-se um
protocolo de anestesia/analgesia com ketamina/xilazina, de
acordo com as recomendacdes do livro: "Handbook of laboratory
animal management and welfare" (Manual de gestdao e bem-estar
de animais de laboratdério):

— DAnestesia: 10 mg/kg de xilazina + 90 mg/kg de ketamina
IP

- Analgesia: 200 mg/kg de ibuprufeno por via oral
(dissolvido em 1 litro de &agua)

No presente exemplo, no dia a seguir a ulceracdao, um dos
ratos diabéticos do grupo 3 estava morto. A causa da morte néao
se deveu a fendmenos de infecdo, mas antes a possibilidade de um
efeito da anestesia. Por conseguinte, a experiéncia prosseguiu
com 8 ratos, cada um deles com duas ulceras, do grupo de
controlo diabéticos, do grupo de controlo n&o-diabéticos, do
grupo 1 e do grupo 2, e com 1 rato com duas ulceras, do grupo
3, pelo gque a experiéncia prosseguiu para observar as diferencas
na superficie em cicatrizagdo e ulcerada entre as diferentes
doses.

As Ulceras foram tratadas com &agua e limpas durante 9 dias
apds a ulceracado. Foi para o tratamento das uUlceras. O diémetro
da ulcera foi quantificado por decalque da UuUlcera numa
transparéncia, a fim de verificar a evolucgdo da cicatrizacéo.

A Tabela 6 mostra o cédlculo da percentagem de cicatrizacgéo

no dia 9 em relacdao ao dia 1:
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Tabela 6
Controlo néo- Grupo 1 Controlo Bemi 99_2 2 [Fondaparinux
A 39,85% A 75,05% A 56,70% A 51,98% A 50,99%
B 46,12% B 69,83% B 57,24% B 37,08% B 49,55%
C 51,02% C 72,56% C 47,41% C 68,21% -
D 43,74% D 69,83% D 51,82% D 62,12% -—%
Média: 45,18% Média: Média: Média: Média:

Neste ensaio foi realizado um estudo da percentagem de
cura: conforme se observa, o0s ratos, num processo de estudo de 9
dias, apresentam uma percentagem de cura de aproximadamente 50%,
i.e., em 9 dias a ferida reduziu para metade. No entanto,
conforme observado nos exemplos anteriores, quando da
administracdo de uma composicdo de oligossacarideos com uma
percentagem mais elevada de monossacarideos:

a) N-sulfo-D-glucosamina: 25-50%

b) Acido D-glucurdénico: 3-25%
em que a percentagem da unidade de dissacarideo do &cido D-
glucurdénico ligada a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina nédo &
superior a 20%, observando-se que a cicatrizacdo aumenta para
aproximadamente 70%, e mesmo mais se a dose for superior (maior
quantidade em relacdo ao total de monossacarideos).

Em ratos né&o-diabéticos, a cicatrizacdo é semelhante a dos
ratos diabetizados. Por outras palavras, nao se observa qualquer
diferenca entre a cicatrizacédo dos animais de controlo
diabéticos e nédo-diabéticos.

Quando da administracdo de fondaparinux, a percentagem de
cura manteve-se igual, i.e., nao houve qualgquer evolugao
comparativamente aos animais de controlo diabéticos, pelo que se
conclui que este produto nao favorece realmente a cura das
Ulceras.

Quando ¢é administrada a heparina de baixo peso molecular
Bemi_99_2, a resposta é praticamente a mesma que a do respetivo
controlo diabético, pelo gue se conclui que este produto néo
favorece realmente a cicatrizacdo das ulceras, devido ao facto
de ter alterado 0s monossacarideos responsaveis pela

cicatrizacdo das ulceras.
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No caso da administracdo de bemiparina nédo-diabética (217
U.I./rato), i.e., os ratos do Grupo 1, observa-se dque a
cicatrizagao é substancialmente reduzida em 71,82%,
comparativamente ao respetivo controlo ndo-diabético, pelo gue
se conclui gque, no caso das ulceras crénicas de doentes nao-
diabéticos (como as uUlceras de pressdo), com a administracdo de
uma composicdo a base de oligossacarideos com uma mais elevada
percentagem de monossacarideos:

a) N-sulfo-D-glucosamina: 25-50%

b) Acido D-glucurdénico: 3-25%
em que a percentagem da unidade de dissacarideo do &acido D-
glucurdnico ligada a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina nao &
superior a 20%, se observa que a cicatrizacao é de
aproximadamente 70%.

Como conclusbes gerals qualitativas dos estudos, déa-se
énfase ao facto de o processo de cicatrizacgdo dos ratos do Grupo
1 ser macroscopicamente muito melhor, dado que o fecho da ulcera
teve uma qualidade mais elevada na granulacdo ou na
regeneracgdo do tecido dérmico com menos conteudo fibroso do que
nos restantes grupos.

ESTUDO EM RATOS WISTAR POR VIA ORAL

O objetivo deste estudo consiste em avaliar a atividade
cicatrizante dos produtos estudados: fondaparinux sdédico e
bemiparina, apdés a respetiva administracdo por wvia oral no
modelo de ferida de rato diabético.

Ambos o0s tratamentos foram administrados por via oral, num
volume de administracdo de 10 ml/kg. No caso de fondaparinux,
foli administrada uma dose de 10mg/kg, e no caso de bemiparina,
foram administrados 100 mg/kg.

O grupo de controlo recebeu apenas o veiculo utilizado na
preparacao do produto estudado. O wveiculo para a reparacdao do
produto estudado é uma solucdo a 1,5% (w/v) de bicarbonato em
dgua para injetédveis. Verificou-se que o pH das formulagdes
preparadas era superior a 8,00.

Diabetizacdo de ratos Wistar
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No inicio do estudo foi induzida Diabetes mellitus em todos
0s animais. Para esse fim, foi-lhes aplicada uma unica in3jecgéo
intraperitoneal de estreptozotocina (60mg/kg, 10ml/kg). Depois
de 72 horas, o estabelecimento da diabetes foi verificado pela
andlise dos niveis de glicose no sangue. Para esse fim, os
animais foram anestesiados com isoflurano e extrairam-se 0,8 ml
de sangue do plexo retro-orbicular. Os animais tinham de ter
niveis de glicose superiores a 15 mmol/l. Uma semana apds a
inducéo da diabetes, foi feita a ferida.

Os animais foram anestesiados (ketamina + xilazina, 90 + 10
mg/kg, i.m.). Foram-lhes rapadas as <costas, que foram
limpas com desinfetante (povidona-iodina) e a 4&rea onde a
ferida iria ser feita foi marcada com um molde, a fim de
homogeneizar a respetiva posicdo em todos os animais.

A ferida foil feita por incisdo circular com um didmetro de
aproximadamente 1,5cm, e a pele da regido dorsal média foi
removida. Apdés a 1ntervencdo, administrou-se 1 ml de soro
fisioldgico por animal, por via intraperitoneal. Durante os 7
dias apobs a intervencéao, foi assegurada a analgesia
(paracetamol, 1 mg/ml), através da agua de beber.

No dia apds ter sido feita a ferida e durante um total de
14 dias, os tratamentos foram administrados aos animais. Foi
feito o respetivo follow-up, sendo avaliada macroscopicamente a
evolucao das feridas, duas vezes por semana, por fotografia
digital da ferida. O peso corporal dos animais foi também
registado duas vezes por semana.

No dia apdés a ultima administracdo, os animais foram
sacrificados com uma overdose de anestesia (pentobarbital
sdédico) . Extraiu-se a &rea onde tinha sido feita a ferida. A
metade da frente foi congelada em nitrogénio liquido e guardada
num congelador (-80 + 5°C) e a metade de tras foi guardada em
formol para tratamento histoldgico posterior.

Medicao do grau de cicatrizacgdao

A 4rea da ferida foi calculada como a percentagem de

reducdo da mesma, para avaliar o respetivo grau de cura, através
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da fdérmula estandardizada:

% curg = (Absscliuc - Atempo) X 1 00
( bassline

A medicdo efetuada imediatamente apds a intervencdo ou
incisdo, foi utilizada como a Area inicial.

Ratos ndo-diabetizados

No dia seguinte, e durante um total de 14 dias, foram
administrados aos animais 10mg/kg, por via oral.

Para 1isso, os animais foram previamente distribuidos de
forma homogénea, segundo © seu peso corporal, pelos seguintes

grupos de tratamento, com pelo menos 5 animais por grupo:

Tratamento Dose

Controlo nao-diabético

Ratos tratados fondaparinux -

sédico 10 mg/kg
Ratos tratados com 100 mg/kg

bemiparina sdédica

No dia a seguir a ser feita a ferida, e por um total de 14
dias, o0s tratamentos atribuidos foram administrados aos animais.

Foi feito o follow-up dos animais e a evolucgdo das feridas
avaliada macroscopicamente, duas vezes por semana, por
fotografia digital da ferida. O peso corporal dos animais foi
também registado duas vezes por semana.

Medicdo da area da ferida.

Os valores correspondentes a area da ferida ndo foram
significativos. Neste caso, o0s ratos tratados com bemiparina
sédica reduziram a area de ulceracdao mals ou menos na mesma
medida que os animais de controlo.

Avaliacdo histopatoldgica.

Os animais foram sacrificados no dia do estudo e a &area de
pele onde a ferida foil provocada foi guardada em formol para uma
avaliagdo histopatoldgica (coloracgdo com hematoxilina-eosina).

A cada uma delas foi atribuida uma classificacéao



10

15

20

25

30

52

histoldégica, na gama de grau I até grau V, em que I significa a
ferida nao curada e v significa a ferida totalmente
epitelizada. A classificacdo Dbaseia-se no grau de 1invasao
celular, na formacdo de tecido de granulagdao, na vascularizacéo
e epitelizacéao.

As classificacdes histopatoldgicas obtidas para 0s

diferentes grupos estdo indicadas na seguinte tabela:

Tratamento Pontuac¢c Grau
Controlo nado-diabético 10,0 II
Animal diabético tratado com 9,5 IT
Animal diabético tratado com 9,0 IT

Todas as amostras pertencentes aos animais sacrificados 15
dias apdés o inicio do tratamento desenvolveram atividade
cicatrizante, com clara ©presenca de tecido de granulacao,
neovascularizagadao e reepitelizacdo mais ou menos total da
ulceracao induzida na pele.

Neste caso, todos o0s animais apresentam um grau mais ou
menos idéntico de cicatrizacdo média; no entanto, no grupo de
controlo e no grupo tratado com fondaparinux, observa-se que
existe uma elevada variabilidade nos dados com que a média é
calculada. De qualgquer modo, o0s 5 animais do grupo tratados com
bemiparina sdédica obtiveram um valor histoldégico de 9,0, em que
se observa que o grau de cicatrizacdo ¢ surpreendentemente
homogéneo.

Além disso, observa-se um processo de formacdo de crosta
mais pronunciado no caso dos grupos tratados com Bemiparina do
que nos animais tratados com fondaparinux. Neste sentido, héa
gque sublinhar que a formacdo de crosta é essencial no processo
de cicatrizacdo de feridas, Jj& que preenche o objetivo de
limitar a perda de &agua transdérmica e de funcionar como uma
barreira contra as bactérias e os patogenes exteriores,
prevenindo a infecédo da ferida.

Neste exemplo, o0s ratos nos quais se formou crosta nos dias
anteriores, demonstram, na andlise histopatoldgica da cicatriz,
que o padrdao da derme estd mais prdédximo da normalidade,

comparativamente as feridas dos animais nos quais ndo se formou
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crosta, ou em que esta é menor, apesar do facto de, apds a queda
da crosta, a Aarea de cicatrizagdo ser maior e de, ©por
conseguinte, a medigdo ndo ser conclusiva comparativamente aos
animais nos quais nao houve formacgdo de crosta. Por conseguinte,
a formacdo de crosta é um bom indicador do processo natural de
cicatrizacao, o qual, neste caso particular, apenas é
observado macroscopicamente no grupo tratado com bemiparina.

Estudo da relacdo da atividade inibidora do fator Xa do

glicosaminoglicano e do seu

poder de cicatrizacdo por via oral no rato diabético

No dia seguinte, e por um total de 14 dias, tforam
administrados aos animais 10 ml/kg, por via oral.

Para 1isso, 08 animais foram previamente distribuidos de
forma homogénea, em funcdo do peso do corpo, nos seguintes

grupos de tratamento:

Tratamento Dose

Controlo diabético

Rato tratado com -

fondaparinux sdédico 10 mg/kg
Rato tratado com bemiparina 100 mg/kg
sddica

No dia apds ser feita a ferida e por um total de 14 dias,
foram administrados os tratamentos aos animais.

Foi feito o follow-up dos animais e a evolugdo das feridas
avaliada macroscopicamente duas vezes por semana, por fotografia
digital da ferida. O peso corporal dos animais também foi
registado duas vezes por semana.

Medigdo da area da ferida.

A Figura 11 mostra a evolugdo dos ratos de controlo
diabetizados, relativamente aos ratos diabetizados tratados com
bemiparina sdédica e fondaparinux. Este grafico mostra como o0s
ratos tratados com bemiparina cicatrizam muito melhor do que o0s
tratados com fondaparinux. Em relacdo as Aareas das ulceras,

quando todos os produtos sdao comparados, € observado de gque modo
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0s glicosaminoglicanos gque apresentam uma maior percentagem de
monossacarideos da regido regular tém um efeito benéfico sobre a
cicatrizacao das feridas.

Avaliacgdo histopatoldgica.

Os animais foram sacrificados no dia 15 do estudo e a area
da pele onde a ferida foi causada foi guardada em formol, para
avaliacédo histopatoldégica (coloracdo de hematoxilina-eosina) .

A cada seccdo foi atribuida uma classificacdo histoldgica,
na gama de grau I até grau V, em que I significa a ferida néo
curada e V significa a ferida totalmente epitelizada. A
classificacdo baseia—-se no grau de invasédo celular, na formacao
de tecido de granulacgdo, na vascularizacao e epitelizacdao.

Descricao da Classificacdao por Graus

Grau Classificagao Descrigao

I 1-3 Acumulacdo celular nula a minima, auséncia
de tecido de granulacdo ou desenvolvimento

epitelial.

II 4-6 Tecido de granulacao fino e imaturo,
dominado por células inflamatdérias, mas com
poucos fibroblastos, capilares ou deposicgao

de colagénio; migracgédo epitelial minima.

I1T 7-9 Tecido de granulacdo moderadamente espesso.
Pode variar desde ser dominado por células
inflamatdérias até maior presenca de
fibroblastos e deposicdo de colagénio,
extensa neovascularizacao, migracao

epitelial minima a moderada.

v 10-12 Tecido de granulacao vascular espesso,
dominado por fibroblastos e extensa
deposicdo de colagénio, o epitélio cobre

parcial ou completamente a ferida.

v 13-15 Area correspondente a ferida totalmente
epitelizada, sem ter mais ou menos

vestigios da ferida.
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A classificacdo histopatoldgica obtida para os diferentes

grupos estd indicada na seguinte tabela:

Tratamento Classificacé Grau
Controlo diabético 10,0 IT
Animal diabético tratado com 9,5 II
Animal diabético tratado com 11, 3 v

Todas as amostras pertencentes aos animais sacrificados 15
dias apds o inicio do tratamento desenvolveram atividade
cicatrizante, com clara ©presenga de tecido de granulagao,
neovascularizacdo e reepitelizacdo total da ulceracdo dérmica
induzida.

No grupo tratado com bemiparina sdédica observa-se um tecido
de granulacgao mais desenvolvido, neovascularizacé&o intensa, com
um mais elevado nivel de cicatrizacdo, para além de uma maior
homogeneidade nos resultados obtidos em todos os animais. Os
animais hiperglicémicos tratados com bemiparina sdédica revelaram
niveis de cicatrizacdo que sdo ainda mais elevados do que os do
grupo de controlo normoglicémico.

Estes resultados sdo suportados pelos dados histoldgicos
apds obtencdo de um nivel mais elevado de cicatrizacdo nos
animais diabéticos tratados com bemiparina sdédica.

ESTUDO DA ULCERA DO PE DIABETICO NO RATINHO DIABETICO COM
DIABETES INDUZIDA GENETICAMENTE POR VIA SUBCUTANEA

Exemplo 4:

Ulceracdo do ratinho C57BL/KS BKS.Cg-m +Leprdd /+Leprdb/g

diabético, medicgdo do grau de cicatrizacéo e avaliacéo

histoldgica.

O ratinho C57BL/KsJ-db/db diabético foi wutilizado como
modelo da diabetes de tipo 1II, como tendo uma cicatrizacgéao
alterada, ao contrario do ratinho com diabetes induzida pela
estreptozotocina wutilizada nos exemplos anteriores, que ¢é o0
modelo da diabetes de tipo I (Michaels, J., et al, db/db mice
exhibit severe wound-healing Iimpairments compared with other
murine diabetic strains in a silicone-splinted excisional wound
model. Wound Repair Regen, 2007. 15(5): p. 665-70). O ratinho

com diabetes genética desenvolve resisténcia a insulina e a
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hiperglicemia, a semelhanga do gue se observa na diabetes do
adulto. No total das feridas de espessura feitas no dorso dos
animais a formacdao do tecido de granulacdo e o fecho das
feridas demora mais tempo nestes animais do gque nas mesmas
feridas causadas em animais ndo-diabéticos.

No primeiro dia do estudo, os animais foram anestesiados
(ketamina + xilazina, 100 + 10 mg/kg, i.m.). O dorso dos animais
foi rapado, a &rea limpa com disinfetante e a localizacdo da
ferida marcada com um molde, a fim de homogeneizar a respetiva
posigcado em todos os animais.

A ferida foil feita por incisdo circular com um didmetro de
aproximadamente 1, 5cm, e a pele da regido dorsal média
removida. Foi depois aplicado um penso semipermeavel sobre a
ferida. Apds a intervencgéo, administrou-se 1 ml de soro
fisioldgico por animal, por via intraperitoneal.

Durante os 7 dias apds a intervencdo, foli assegurada a
analgesia (paracetamol, 1 mg/ml), através da &agua de beber.

A 4rea da ferida foi calculada como a percentagem de
reducdao da mesma para avaliar o seu grau de cura, por meio da

féormula estandardizada:

% cura = (Aine A o) x 100

( A baseline )

A medicdo efetuada imediatamente apds a intervencdo ou

incisdo foi utilizada como a &rea da baseline. No dia seguinte e
ao longo de um total de 14 dias foram administrados os
tratamentos atribuidos.

Estudo da relacao da atividade inibidora do fator Xa do

glicosaminoglicano e do seu poder cicatrizante por via

subcuténea.

No dia seguinte e durante um total de 14 dias foram
administrados 10ml/kg, por via subcuténea, no dorso dos
animais, evitando a &rea da ferida.

Para esse fim, os animais foram previamente distribuidos de

forma homogénea, segundo o0 seu peso corporal, nos seguintes
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grupos de tratamento:

Tratamento Dose

Controlo diabético -

Animal diabético tratado com 1 mg/kg
fondaparinux sdédico

Animal diabético tratado com bemiparina 1000 U.I. Xa/kg
sdédica

Animal diabético tratado com bemiparina 600 U.I. Xa/kg

sdédica

Animal diabético tratado com BP06408- 10 mg/kg

66/28A

Animal diabético tratado com RO-14 1000 U.I. Xa/kg

O follow-up dos animais decorreu por um periodo até 21 dias
(tempo médio necessédrio para a cicatrizacdo das feridas neste
modelo animal). A avaliacdo foi efetuada por fotografia digital
da ferida e anadlise subsequente da imagem.

Medigcdo da area da ferida

A Figura 4 mostra a evolugdo dos ratos do controlo
diabético em relacdo aos ratos tratados com bemiparina sdédica.
A 4drea da ferida foi representada a direita de cada animal.

A Figura 5 mostra a evolucgao da percentagem de cura da
ferida, ao longo do tempo.

Os animais diabéticos ndo tratados sdo 08 que apresentam o
ritmo de cura mais lento, dado que os animais ndo atingiram os
90% de cura no dia 21, seguindo-se os animais tratados com
fondaparinux, gque também ndo atingiram a cura completa, mas
apenas 96% no dia 21. Os animais tratados com bemiparina
atingiram a cura complete aos 21 dias, com valores de
cicatrizacado de 98% desde o dia 18.

Estes resultados indicam gque nado existe qualquer relacéao
entre a atividade anti-Xa (determinada pela presenga do
pentassacarideo responséavel pela ligacgdo a antitrombina III) dos
glicosaminoglicanos utilizados e do seu efeito benéfico, ja& que

a bemiparina sdédica é o produto com o mais baixo teor de
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pentassacarideo na sua estrutura (sé 1,5% do conteudo total de
monossacarideos corresponde ao &acido D-glucurdnico ligado a N-
sulfo-3-sulfo-D-glucosamina, caracteristica do
pentassacarideo), mas tem, no entanto tempos de cicatrizagédo
mais curtos do que fondaparinux (o0 pentassacarideo puro, o
dcido D-glucurdénico ligado a N-sulfo-3-sulfo-D-glucosamina
representa 20% do teor total de monossacarideos).

Em relacdo as &reas das ulceras, quando todos os produtos
sao comparados, observa-se de que modo o0s glicosaminoglicanos
com uma maior percentagem de monossacarideos da regido regular
tém um efeito benéfico sobre a cicatrizacdo das feridas. Este
facto é observado na Figura 5, onde se demonstra que tanto a
heparina ndo-fracionada como a bemiparina sdédica favorecem a
cicatrizacédo, obtendo uma percentagem superior a 80% apds o dia
11 da administracéao.

Avaliagdo macroscédpica

Nos dados extraidos, observam-se diferencas macroscédpicas
considerédveis entre 0s grupos da heparina cédlcica nao-—
fracionada, RO-14 e Bemiparina, observando-se um comportamento
diferente a partir do quinto dia de observacao. Deste modo, pode
ver—-se como O grupo tratado com bemiparina apresenta uma clara
diferenga na qualidade da cicatriz apdés o quinto dia de
tratamento, observando-se na ferida uma camada coberta com
tecido de granulacao, facto gque nao ocorre no grupo de controlo
e que ocorre apenas parcialmente no grupo tratado com
fondaparinux.

Este facto diferenciador marca o ritmo e a qualidade do
processo de cicatrizacdo (conforme observado na Figura 5), jé
que o tecido de granulacgdo & responsavel pela regeneracdo e
cicatrizacdo do tecido celular, além de proteger o animal de
eventuais infecdes.

Além disso, no grupo de controlo, observa-se gue nao &
produzido tecido de granulacdo (a base da ferida é clara e
brilhante) e que, no grupo tratado com Fondaparinux apenas se vé

tecido de granulagcdo nos rebordos das feridas. Por conseguinte,
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o fecho das feridas nos ratinhos diabéticos de controlo e nos
ratinhos tratados com fondaparinux ocorre pela contragao dos
rebordos das feridas, processo que € mais lento do que o que
decorre com a formacao de tecido de granulacgéao.
Adicionalmente, a ferida do grupo tratado com Bemiparina fecha
no dia 18, enquanto no grupo de controlo a ferida se mantém
aberta, com risco subsequente de infecdes e complicacdes.

Avaliacdo histopatoldgica

Os animais foram sacrificados no dia 21 do estudo e as
dreas de pele onde as feridas foram provocadas foram conservadas
em formol, para uma avaliacéao histopatoldgica posterior
(coloracao com hematoxilina-eosina) .

A cada seccao foi dada uma classificacéo histoldgica, na
gama de I a V, em gque I significa a ferida n&o curada e V
significa a ferida completamente epitelizada. A classificacéo
baseia-se no grau de invasado celular, na formacdao de tecido de

granulagdo, na vascularizacdo e na epitelizacéo.

Grau Classificacgdo Descricao

I 1-3 Acumulagdo celular nula a minima,
auséncia de tecido de granulacdo ou de

desenvolvimento epitelial.

II 4-6 Tecido de granulagdo fino e imaturo,
dominado por células inflamatérias,
mas com poucos fibroblastos, capilares
ou deposicdo de colagénio; migracéao

epitelial minima.

I1T 7-9 Tecido de granulacdo moderadamente
espesso. Pode variar pelo facto de ser
dominado por c¢élulas inflamatérias,
até uma maior presenca de fibroblastos
e deposicdo de colagénio, extensa
neovascularizacao e migracao

epitelial minima a moderada.

v 10-12 Tecido de granulacao espesso e




10

15

20

60

vascular, dominado por fibroblastos e
extensa deposicdo de colagénio, em
que o epitélio cobre parcial ou

totalmente a ferida.

v 13-15 Area correspondente a ferida
totalmente epitelizada, sem ter, mais

ou menos, vestigios da ferida.

As pontuacgdes histopatoldgicas obtidas para os diferentes

grupos estdo indicadas na Tabela 7.

Tabela 7
Tratamento Grau
Controlo diabético control 6,7 III
Animal diabético tratado com 7,2 ITT
Animal diabético tratado com 11,5 Iv
Animal diabético tratado com 8,0 ITT
Animal diabético tratado com 9,0 ITT

O estudo morfoldgico das seccgdes correspondentes as amostras
de pele demonstrou a evolucgao normal do processo de reparacgao
cicatricial em todos os grupos. Nos grupos tratados, o tecido de
granulacgdo esta totalmente formado, obtendo a bemiparina sddica
a melhor pontuacao, jJj& que, neste caso, se observa uma
estrutura celular completamente nova, pela restituicdo a
situacado original (ver Figura 6 painel C), em que sao observados
0s seguintes resultados:

A. Reepitelizacdo total. Infiltrado pouco inflamatdrio na
derme. Presenca moderada de fibroblastos na derme.
Neovascularizacao moderada na derme.

B. Reepitelizacdo total. Infiltrado inflamatdério moderado,
neutréfilos polimorfonucleares na derme. Presenca moderada de
fibroblastos na derme. Neovascularizagdo moderada na derme.

C. Estrutura celular totalmente regenerada.

Dos resultados obtidos pela determinacédo da area da ferida
e da avaliacdo histopatoldégica, pode concluir-se que o melhor
dos produtos ensaiados é a bemiparina, porque é a que apresenta
0 tempo de cicatrizacdo mais curto e a mais elevada qualidade do

tecido. Um outro produto que parece funcionar bastante bem é o
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produto experimental BP06408-66/28-A. Por conseguinte, fica uma
vez mais demonstrado gque uma maior atividade inibidora do fator
Xa néao estéa relacionada com um melhor efeito sobre a
cicatrizacéao.

Estudo da relagdao da atividade inibidora do fator Xa do

glicosaminoglicano e do seu poder de cicatrizagdo por via

topica.

Neste caso case, as formulagdes toépicas foram preparadas
para administracdo direta nas ulceras, sendo os veiculos destas
formulacdes formados por Carbopol, Phenonip®, Span 80, Glicerol
e agua.

A ulceracdo e medicdo da 4&rea foram realizadas conforme
detalhado nos ensaios de administracdo subcutdnea. No dia a
seguir a incisdo, e ao longo de um total de 14 dias, os
tratamentos atribuidos, 0,15 ml/animal, por via tdépica, no dorso
do animal, acima da ferida, foram administrados aos animais.

Para esse fim, os animais foram previamente distribuidos de
forma homogénea, segundo o peso corporal, pelos seguintes grupos

de tratamento:

Tratamento Dose

Controlo diabético -

Animal diabético tratado com 1000 U.I./kg
bemiparina

Animal diabético tratado com 1000 U.I./kg
fondaparinux

Animal diabético tratado com 1000 U.I./kg

heparina calcica

O follow-up dos animais decorreu por um periodo até 14 dias
(tempo médio necessdrio para a cicatrizagdo das feridas neste
modelo animal). A avaliagédo decorreu por meio de fotografia
digital da ferida e anadlise subsequente da imagem. A Figura 7
mostra os valores globais da evolucdo da percentagem de reducgao
da ferida nos grupos de tratamento, comparativamente com o grupo

de controlo. Tal como observado no grafico, a ferida melhor foi
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observada com Dbemiparina, tendo sido obtido no final do
tratamento um valor de reducgdo da area ferida superior a 60%.

Avaliagdo macroscopica

Tal como observado macroscopicamente, observaram-se
diferencas consideraveis em todos 0s Jgrupos (de controlo,
bemiparina, fondaparinux e  heparina célcica ndo-fracionada

(NFH) ), distinguindo-se um comportamento diferente apds o sétimo

dia de observacao-

Engquanto no grupo de controlo se observa, ao sétimo dia,
que ndo € produzido qualquer tecido de granulacdo (a base da
ferida apresenta-se clara e brilhante), em contrapartida pode
ver—-se como 0SS grupos tratados apresentam uma clara diferencga na
qualidade da cicatriz, no mesmo dia de tratamento, observando-
se na ferida uma camada coberta com tecido de granulacao. Este
facto diferenciador marca o ritmo do processo e a qualidade da
cicatrizacdo, uma vez que o tecido de granulacdo é responsavel
pela regeneracdo e a cicatrizagdo do tecido, para além de
proteger o animal de eventuails infecg¢des, dado ser muito rico
em fibroblastos, vaos capilares e colagénio.

Avaliacdo histopatoldgica.

Os animais foram sacrificados no dia apdés a ultima
administragdo (dia 15) e extraiu-se a &rea onde tinha sido feita
a ferida. A porgdo posterior da &rea contendo a ferida foi
guardada em formol para processamento histoldgico posterior
(coloragdo com hematoxilina-eosina) .

Os resultados basearam-se na classificacdo atribuida pelo
método de Greenhalgh et al. (1990). A cada bloco foi atribuida
uma classificacdo histoldgica, de 1 a 15, em que 1 significa uma
ferida ndo curada e 15 significa uma ferida totalmente

epitelizada. A Classificacdo baseia-se no grau de 1invasdo

celular, na formacdao de tecido de granulacgdao, na vascularizacao
e na epitelizacao.
As classificacodes histopatoldgicas obtidas para 0s

diferentes grupos estdo indicadas na tabela abaixo:
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Tratamento Classifica Grau
Controlo diabético 6,7 IIT
Animal diabético tratado com 8,7 ITI
Animal diabético tratado com 8,6 ITI
Animal diabético tratado com 9,4 Iv

Os trés grupos tratados obtiveram geralmente uma melhor
classificacdo histoldégica do gque o grupo de controlo, pelo menos
dois pontos acima da ultima. Apesar do facto de a cicatrizacéo
em todos os grupos (de controlo e de tratamento) se caracterizar
pela presenca de tecido de granulacgdo moderadamente espesso, a
diferenca entre eles reside na maior presenca de células
inflamatdrias, conforme acontece no caso do grupo de controlo,
comparativamente a maior presenca de fibroblastos e a deposicéo
de fibras de colagénio, como €& o caso dos grupos tratados. Isto
indica <que, no caso do grupo de controlo, o processo de
cicatrizagdo estd numa fase inicial, o que explica o ritmo mais
lento de cura demonstrado nos estudos de reducdo da &rea da
ferida. No ambito dos tratamentos, as amostras de pele
pertencentes aos grupos tratados com bemiparina e NFH
apresentaram um ritmo de reparacdo cicatricial um pouco mais
rapido, com tecido de granulacdao mais desenvolvido, maior
presenca de fibroblastos e neovascularizacdo dérmica.

O grupo tratado com NFH ¢é diferente em termos de
classificacdo histoldgica, estando incluido no grau IV, o que
indica uma qualidade de cura mals elevada comparativamente aos
outros grupos. O tecido de granulacdo formado € mais espesso,
predominando os fibroblastos, com extensa deposicao de fibra de
colagénio. O epitélio Cobre parcial ou totalmente a ferida.

Dos resultados obtidos, tanto pela determinacdo da &rea da
ferida, como pela avaliacdo histopatoldgica, pode concluir-se
que os melhores produtos ensaiados sado bemiparina e NFH. A
bemiparina tem uma taxa de cura superior, enquanto no caso do
NFH a cicatrizacdo ¢é mais lenta, mas a qualidade do tecido
formado é superior.

Exemplo 5:

Ulceracdo do ratinho C57BL/KS.Cg-m Leprd® +/+ m, medicdo do
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grau de cicatrizacdo e avaliacgdo histoldgica. Estudo do efeito

de cura de um NFH e de uma LMWH em animals ndo-diabéticos.

Determinacdo da potencial aplicacdo de heparinas no tratamento

de dulceras crdénicas em doentes ndo-diabéticos, por wvia oral,

subcutanea e tdpica.

O ratinho C57BL/KS.Cg-m Leprdd +/+ m & o andlogo néo-
diabético do ratinho utilizado no exemplo anterior.

No primeiro dia do ensaio, o0s animais foram anestesiados
(ketamina + xilazina, 100 + 10 mg/kg, 1.m.). O dorso do animal
foi rapado, a &rea foi limpa com desinfetante e a localizacéo
da ferida marcada com um molde, para que a respetiva posicgao
fosse a mesma em todos os animais.

A ferida foi feita por incisdo circular com um didmetro de
aproximadamente 1,5cm, e a pele da regido dorsal média foi
removida. Foi depois aplicado um penso semipermedvel sobre a
ferida. Apds a intervencgéo, administrou-se 1 ml de soro
fisioldgico por animal, por via intraperitoneal.

Durante os 7 dias apdés a intervencdo, foram administrados
analgésicos (paracetamol, 1 mg/ml), através da agua de beber.

A 4drea da ferida foi calculada como a percentagem de
reducdo da mesma para avaliar o seu grau de cura, por meio da
férmula estandardizada:

% ol = (Abaseline B Ammpn) e 1 00

(A baseline)

A medicdo efetuada imediatamente apds a intervencdo ou

incisdo foi utilizada como a area da baseline. No dia seguinte e
ao longo de um total de 14 dias foram administrados aos animais
os tratamentos atribuidos.
ESTUDO DA RELACAO DA ATIVIDADE INIBIDORA DO FATOR XA DO
GLICOSAMINOGLICANO E DO SEU PODER DE CICATRIZAQAO POR VIA
SUBCUTANEA.

No dia seguinte, e durante um total de 14 dias, foram
administrados aos animais 10ml/kg, por via subcutdnea, no dorso

de cada animal, evitando a &rea da ferida.
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Para esse fim, os animais foram previamente distribuidos de
forma homogénea, consoante o seu peso corporal, pelos seguintes

grupos de tratamento:

Tratamento Dose

Controlo ndo-diabético -

Animal diabético tratado com bemiparina 1000 U.I. Xa/kg
Na

Animal diabético tratado com 600 U.I. Xa/kg
fondaparinux Ca

Animal diabético tratado com heparina 10 mg/kg

BP06408-66/28-A

O follow-up dos animais decorreu por um periodo até 21

dias. A avaliacédo foi efetuada por fotografia digital da ferida

e subsequente andlise das imagens-

A Figura 8 mostra a evolugdo dos ratinhos de controlo nao-
diabéticos comparativamente aos ratinhos tratados com heparina
cédlcica. A 4rea da ferida foi representada a direita de cada
animal.

A Figura 9 mostra a evolucgado da percentagem de cicatrizacéao
da ferida ao longo do tempo.

Os animais ndo tratados ndo-diabéticos atingiram niveis de
reducdo da ferida superiores a 90% apds o dia 14. O tratamento
com bemiparina sddica ndo melhora a taxa de cura. No entanto, os
animais tratados com heparina calcica melhoram essa taxa, em
relacdao ao grupo de controlo, atingindo 90% de cura no dia 11.

Avaliacgdo macroscédpica

Os trés grupos de animais apresentam um processo de cura
normal, com as feridas apresentando-se saradas no dia 21. No
entanto, parece qgue no grupo de ratinhos tratados com
heparina céalcica, o processo se acelerou, uma vez dgque, no dia
11, a ferida se apresentava seca e fechada e, no dia 21, ja se
encontrava coberta de pélo.

Avaliacdo histopatoldgica

Os animais foram sacrificados no dia 21 do estudo e a &rea
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da pele onde a ferida foi causada foi guardada em formol, para
avaliacdo histopatoldégica (coloragdo de hematoxilina-eosina) .

A cada seccédo foi atribuida uma classificacdo histoldégica,
na gama de grau I até grau V, em gque I significa a ferida néo
curada e V significa a ferida completamente epitelizada. A
classificacdo baseia-se no grau de invasao celular, na formacao

de tecido de granulacdo, na vascularizacdo e epitelizacao.

Grau Pontuacdo Descricgao

I 1-3 Acumulacdo celular nula a minima, auséncia

de tecido de granulacgdo ou de

II 4-6 Tecido de granulacao fino e imaturo,
dominado por células inflamatdrias, mas com

poucos fibroblastos, capilares ou deposicéo

ITT 7-9 Tecido de granulacao moderadamente espesso.
Pode variar pelo facto de ser dominado por
células inflamatdérias, até uma maior

presenca de fibroblastos e deposicgédo de

v 10-12 Tecido de granulacao espesso e vascular,
dominado por fibroblastos e extensa

deposicédo de colagénio, em que o epitélio

\% 13-15 Area correspondente & ferida totalmente

epitelizada, sem ter, mais ou menos,

As pontuagdes histopatoldgicas obtidas para os diferentes

grupos estdo indicadas na Tabela 8.

Tabela 8
Tratamento Grau
Controlo ndo-diabético 11,7 Iv
Animal ndo-diabético tratado com 8 IIT
Animal ndo-diabético tratado com 15 v
Animal ndo-diabético tratado com 12,8 v

0 estudo morfoldgico das seccgdes correspondentes as amostras
de pele demonstrou a evolucdo normal do processo de reparacao
cicatricial em todos os grupos. Em todos os grupos tratados, o
tecido de granulacao estd totalmente formado, obtendo o)
tratamento com heparina cédlcica a melhor pontuacdo, 3J& que,

neste caso, se observa uma estrutura celular completamente
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nova, pela restituicdo a situagdo original. Além disso, no caso
dos animais né&do-diabéticos, a pontuacdo obtida com a amostra do
produto BP06408-66/28A, em estudo, que mal tem a presenca do
pentassacarideo na sua estrutura, ¢é especialmente boa, com uma
estrutura celular completa e um muito alto grau de epitelizacao,
0 que, uma vez mais, demonstra gque ndo € necessdria uma maior
atividade inibidora do fator Xa para o tratamento das ulceras
crénicas, Jj& que ndo héd qualquer relacdo com um melhor efeito
sobre a cicatrizacéo.

A Figura 10 mostra microfotografias das seccgdes das feridas
apds coloragdo com hematoxilina-eosina. A, Controlo nao-
diabético. B. Animal ndo-diabético tratado com bemiparina
s6édica. C. Animal nédo-diabético tratado com heparina célcica.

Os resultados obtidos foram os seguintes:

A. Reepitelizacdo completa. Na&o se observam alteracdes.

B. Reepitelizacéo completa. Infiltrado ligeiramente
inflamatdério, neutréfilos polimorfonucleares na derme. Presenca
moderada de células multinucleares gigantes na derme. Presenca
moderada de fibroblastos na derme. Neovascularizacdo moderada na
derme.

C. Estrutura celular totalmente regenerada.

Dos resultados obtidos pela determinacd&o da &rea da ferida
e da avaliacéo histopatoldgica, pode concluir-se que o)
tratamento com heparina cédlcica tem um efeito benéfico sobre a
cura dos animais nao-diabéticos, menor tempo de cicatrizacdo e a
estrutura celular totalmente regenerada, seguida dos resultados
obtidos com o produto BP06408-66/28-A na fase de investigacédo.
Por conseguinte, o0s glicosaminoglicanos objeto da presente
invengdo podem ser utilizados para tratar outras Ulceras
crdénicas diferentes das uUlceras do pé diabético.

Sem querer ser levado pelos exemplos acima descritos,
devido aos resultados obtidos, assim como ao comportamento
observado nos animais, acreditamos que é muito provavel que a
presente invencao funcione para outros polissacarideos,

ramificados ou ndo ramificados, como o0s polissulfatos de
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pentosano, 0s betaglucanos, os sulfatos de condroitina, 0s
sulfatos de dermatano, 0s carraginanos, oS alginatos, os

arabinoxilanos, 0s galactomananos e 0s glucomananos, entre

outros.
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REIVINDICACOES

1. Uma composicdo farmacéutica, composta por heparinas de
baixo ou muito baixo peso molecular, para utilizacdo no
tratamento das uUlceras crdénicas, caracterizado por a semivida da
heparina no plasma se situar entre 2,3 e 6,9 horas e a dose

didria média da heparina entre 5. 400 e 10.000 U.I./dia.

2. Uma composicdo farmacéutica para utilizacdo segundo a
reivindicagdo 1, em que a dose didria média ¢é selecionada de

forma inversamente proporcional a semivida no plasma.

3. Uma composicdo farmacéutica para utilizacdo segundo a
reivindicacdo 2 acima, em que, quando a semivida da heparina no
plasma se situa entre 6,5 e 6,9, a dose didria média & de cerca

de 5.400 U.I./dia.

4. Uma composicdo farmacéutica para utilizacd&o segundo a
reivindicagcdo 2 acima, em que, quando a semivida da heparina no
plasma se situa entre 4,0 e 4,4, a dose didria média é de cerca

de 7.600 U.I./dia.

5. Uma composicdo farmacéutica para utilizacdo segundo a
reivindicacdo 2 acima, em que, quando a semivida da heparina no
plasma é de cerca de 3,0, a dose didria média é de cerca de

10.000 U.I./dia.

6. Uma composicdo farmacéutica para utilizacd&o segundo a
reivindicagcdo 2 acima, em que, gquando a semivida da heparina no
plasma se situa entre 2,3 e 2,8, a dose didria média ¢é de

cerca de 10.000 U.I./dia.

7. Uma composicdo para utilizacéo segundo gqualgquer das
reivindicagdes 1-6 anteriores, em que a uUlcera crénica € uma

Ulcera do pé diabético.
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3. A composicgao para utilizacéao segundo qualqgquer das
reivindicagdes 1-6 anteriores, em que a uUlcera crénica é uma

GUlcera de pressao.

9. A composicgao para utilizacéao segundo qualqguer das
reivindicag¢des 1-8 anteriores, em que a heparina de baixo peso

molecular é administrada por via intravenosa.

10. A composicao para utilizacéao segundo qualquer das
reivindicag¢des 1-8 anteriores, em que a heparina de baixo peso

molecular ¢ administrada por via subcuténea.

11. A composicgao para utilizacéao segundo qualquer das
reivindicacdes 1-8 anteriores, em que a heparina de baixo peso

molecular é administrada por via oral.

12. A composicao para utilizacéao segundo qualquer das
reivindicacdes 1-8 anteriores, em que a heparina de baixo peso

molecular ¢ administrada por via tdépica.

13. A utilizacdo de uma composicdao segundo qualgquer das
reivindicagdes 1-12 anteriores no fabrico de um medicamento para

o tratamento da ulcera crodnica.

14. A utilizacdo segundo a reivindicagdo 13, em qgque a ulcera

crénica é uma ulcera do pé diabético.

15. A utilizacgdo segundo a reivindicacgdo 13, em gque a ulcera

crdénica € uma uUlcera de pressédo.
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RESUMO
COMPOSIQAO FARMACEUTICA COM GLICOSAMINOGLICANOS E SUA
UTILIZAQAO NO TRATAMENTO DAS ULCERAS CRONICAS

A invencao refere-se a uma composicgao de
glicosaminoglicanos para o tratamento da ulcera do pé
diabético. Refere-se mais especificamente a heparinas de baixo
peso molecular (HBPM) e heparinas de muito baixo peso
molecular (HMBPM), para o tratamento das ulceras crdnicas, em
especial as Uulceras do pé diabético, e mais especificamente
para o fabrico de um medicamento destinado ao tratamento das
Ulceras crédnicas, e em especial das Ulceras do pé diabético e

das Ulceras de presséao.
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Ratinhos de controlo nao-diabéticos . Ratinhos ndo-diabétioos tratados com heparing célcica
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