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(57) Resumo: GALACTANA SULFATADA COM ATIVIDADE
ANTITROMBOTICA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, SEUS USOS
E METODO PARA TRATAMENTO OU PROFILAXIA DE TROMBOSE
ARTERIAL OU VENOSA. A presente invengao refere-se a galactanas
sulfatadas de baixo peso molecular, preferivelmente obtidas de alga
vermelha, que ndo apresentam efeito sobre a ativagédo do fator Xl da
cascata de coagulagdo, apresentando, porém, atividade heparinéide
antitrombética. As galactanas sulfatadas da presente invengéo podem
ser obtidas a partir de algas vermelhas, particularmente as algas do
género Botryocladia, em especial as algas Botryocladia occidentalis. A
presente invencéo também se refere a uma composigcéo farmacéutica
que compreende tais galactanas sulfatadas e ao uso das mesmas no
tratamento ou profilaxia de trombose arterial ou venosa em um ser
humano ou animal, podendo ser administradas por via intravenosa ou
subcutanea. Outro aspecto da presente invengéo se refere ao uso de
uma galactana sulfatada como substituto de heparina no tratamento ou
profilaxia de trombose arterial ou venosa em ser humano ou animal,
bem como ao método para tratamento ou profilaxia de trombose
arterial ou venosa utilizando tais galactanas sulfatadas
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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo-pAarﬁa "GALACTANA
SULFATADA COM ATIVIDADE ANTITROMBOTICA, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, SEUS USOS E METODO PARA TRATAMENTO OU
PROFILAXIA DE TROMBOSE ARTERIAL OU VENOSA".

Campo da Invencao

- A presente invencgao refere-se a galactanas sulfatadas de baixo
peso molecular, preferivelmente obtidas de alga vermelha, qué nao apresen-
tam efeito sobre a ativagéo do fator Xll da cascata de coagulagao, apresen-
fando, porém, atividade antitrombética semelhante & heparina.

As galactanas sulfatadas da .presente invengao apresentam di- -

as heparinas de baixo peso molecular, dentre elas: a) séo tao ou mais ativas
quanto a heparina de baixo peso molecular em modelos de trombose; b) ini-

bem a trombose com pouco efeito anticoagulante; ¢) ndo causam sangra-

- mento; d) podem ser obtidas a partir de algas e ndo de animais, como é o

caso das heparinas disponiveis no mercado, reduzindo assim o custo de
produgéo e diminuindo os riscos de contaminagéo; e) sua administracdo po-
de ser feita tanto através da via intravenosa, como da via'subcuténea; e f)
em doses baixas, apresenta uma atuagao seletiva em-modelos de trombose
venosa e, em doses altas, apre_senta-também uma atuag@o no modelo de
trombose arterial. )
Antecedentes da Invencéo

As principais doengas que sao fatais para seres humanos envol-

~vem coragdo e vasos sanguineos e, consequientemente, trombose (Fareed

J, Hoppensteadt DA. Heparins in the new millennium: Will unfractionated
heparin survive? Semin Thromb Hemost 2000; 26: 87-88). Uma vez estabe-
lecido o diagnéstico de tromboembolismo venoso, é necessaria uma imedia-
ta agdo antitrombdtica para prevenir o crescimento do trombo e reduzir o
risco de embolismo pulmonar. Os pacientes que apresentam tromboembolia
recorrente (por exemplo, pacientes com Sindrome de Trousseau), podem
beneficiar-se da administrag@o de heparina a longo prazo e de maneira profi-

latica. A heparina é também utilizada no tratamento inicial de pacientes com
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angina instavel ou infarto agudo do miocardio, durante e apés angioplastia
coronariana ou colocagdo de stent e durante cirurgia que exige derivagao
cardiopulmonar. A heparina também é utilizada no tratamento de pacientes
com coagulagdo intravascular disseminada. Por fim, a heparina é utilizada
ainda como método profildtico em procedimentos invasivos, como por exem-
plo, cateterismos.

A heparina tem sido utilizada por mais de 50 anos e é atualmen-

- te 0 segundo farmaco natural mais usado no mundo. A potente agéo antico-

agulante da heparina é conseguida principalmente através da potencializa-
¢éo da agdo inibitoria da antitrombina e do co-fator Il da heparina, os princi-
pais inibidores das enzimas da coagulag¢ao, em particular trombina e fator Xa
(Beguin S, Lindhout T, Hemker HC. The effect of trace amounts of tissue fac-
tor on thrombin generation in platelet rich plasma, its inhibition by heparin.
Thromb Haemostasis 1989; 61: 25-29).

O uso da heparina em seres humanos esta associado a uma
série de efeitos colaterais, incluindo trombocitopenia, hemorragia, ineficién-
cia de acao em deficiéncias congénitas ou adquiridas de antitrombina e in-
capacidade de inibir trombina ligada & fibrina. Com frequiéncia, ocorrem a-
normalidades das provas de fungdo hepatica em pacientes que recebem
heparina por via intravenosa ou subcutanea. Observam-se elevagbes discre-
tas nas atividades das transaminases hepaticas no plasma, sem aumento
nos niveis de bilirrubina ou atividade da fosfatase alcalina. A heparina pode
ainda inibir a sintese de aldosterona pelas glandulas supra-renais mesmo
quando se administram doses baixas.

A heparina é principalmente extraida da mucosa intestinal de
porco ou de pulmao bovino, onde ocorre em baixa concentragdo. A incidén-
cia de doencas relacionadas a prion em mamiferos e a crescente necessi-
dade de terapia antitrombdtica indicam que sdo necessarias fontes alternati-
vas de compostos anticoagulantes e antitrombéticos.

- A heparina n&o é o Unico polissacarideo capaz de promover ina-
tivagdo da trombina por antitrombina. Uma variedade de galactan’és e fuca-

nas sulfatadas de algas e invertebrados marinhos também promovem o
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mesmo efeito inibitdrio, como revelado nas seguintes publicagbes: Farias
WRL, Valente AP, Pereira MS e Mourdo PAS. Structure and ant)’céagulant
activity of sulfated galactans - Isolation of a unique sulfated galactan from the
red algae Botryocladia occidentalis and comparison of its anticoagulant ac-
tion with that of sulfated galactans from invertebrates. J Biol Chem 2000;
275: 29299-29307, Pereira MS, Melo FR, Mourdo PAS. Is there a correlation
between structure and anticoagulant action of sulfated galactans and sulfated
fucans? Glycobiology 2002; 12: 573-580; e Pereira MS, Mulloy B, Mourdo
PAS. Structure and anticoagulant activity of sulfated fucans - Comparison
between the regular, repetitive, and linear fucans from echinoderms with the
more heterogeneous and branched polymers from brown algae. J Biol Chem
1999; 274: 7656-7667. '

Alguns documentos de patente estdo relacionados a obtengdo
de composi¢des contendo polissacarideos com atividade heparindide. No
entanto, nenhum deles ensina nem sugeré as galactanas sulfatadas da pre-
sente inveng&o. '

A patente EP 475.383 B1 refere-se a uma composicdo de polis-
sacarideo com atividade heparinéide obtida a partir de algas verdes, particu-
larmente da familia Codiaceae, género Codium. Também se refere a um
processo para a prepara¢ao da_ referida composi¢do e a uma composicdo
anticoagulante contendo, como principio ativo, o referido polissacarideo. En-
tretanto, o polissacarideo ali revelado nédo possui propriedades antitromboti-
cas. Trata-se apenas de um agente anticoagulante.

A publicagdo WO 2007/028256 refere-se ao uso de polissacari-
deos como fucanas e galactanas na inibicdo da liberacdo de mediadores
inflamatdrios obtidos a partir de algas marrons e vermelhas, particularmente
Ascophyllum nodosum e Asparagopsis armata. Trata-se de uma mistura de
fucanas e galactanas com atividade antiinflamatéria, ao contrario da presen-
te inveng&o que trata de galactanas sulfatadas com atividade heparinéide.

O pedido de patente brasileiro Pl 9808008-3 (correspondente ao
WO 98/40081) revela uma composicdo oligossacaridica com atividade anti-
coagulante e antitrombética obtida a partir de levedura, particularmente Pi-
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chia holstii, bem como método de tratamento e uso da referida composi¢éo.
Na verdade, trata-se de oligossacarideos preparados através de sintese
quimica (sulfatagdo quimica) sem qualquer comprovagao de atividade anti-
trombética in vivo.

Os pedidos de patente brasileiros Pl 9710739-5, Pl 9907025-1 e
Pl 0114007-8 (correspondentes a WO 98/03554, WO 99/36443 e WO
02/24754, respectivamente) descrevem diversos polissacan’deos sintético_s

- com atividades anticoagulantes e antitrombdéticas da heparina, bem como

composi¢cdes farmacéuticas contendo os mesmos. Trata-se de polissacari-
deos sintéticos com propriedades semelhantes as da heparina, inclusive no
que se refere aos seus efeitos colateriais, como sangramento.

A Busca por um Antitrombdético Substituto da Heparina

De acordo com S. Alban em seu artigb The ‘precautionary princi-
ple' as a guide for future drug development (European Journal of Clinical In-
vestigation (2005) 35 (Suppl. 1), 33-44), atualmente a heparina é o produto
medicinal derivado de suino mais amplamente utilizado no mundo e ainda é
o farmaco mais aplicado para profilaxia e terapia de doengas tromboembdli-
cas. Neste contexto, heparina compreende a heparina néo fracionada e as
varias heparinas de baixo peso molecular.

Hoje em dia, questiona-se a seguranca viral da heparina extrai-
da de porcos. Em linha com as recentes decisdes oficiais direcionadas a
precaucdo em relagdo a farmacos derivados de animais, ha diversas razbes
que tornam desejavel a obten¢do de uma alternativa para as heparinas.

Apds a descontinuagdao do uso de heparina bovina como resul-
tado do problema da encefalopatia espongiforme bovina ou doenga da vaca
louca, todas as heparinas u'tilizadas na Europa e na América do Norte pas-
saram a ser isoladas da mucosa intestinal de porcos. Porém, ha uma escas-
sez consideravel de mateéria-prima. Segundo S. Alban, sdo necessarias anu-
almente mUcosas de mais de 200 milhées de porcos para a producdo de
heparina para tratar mais de 20 milhdes de pessoas ao redor do mundo. Nos
Estados Unidos, na Alemanha e na Franga, 312 milhGes de doses de hepa-

rina foram aplicadas em 2003, sendo que a porcentagem de heparina de
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baixo peso molecular somou 40%, 79% e 86%, respectivamente. A necessi-
dade é crescente, ja que a heparina é utilizada em cada vez mais paises, em
um nidmero crescente de indicagdes e durante periodos cada vez mais lon-
gos. Por exemplo, 0 volume de vendas de heparina na Alemanha aumentou
de 45 milhdes de Euros em 1986 para 150 milhdes de Euros em 2002 (cor-
respondentes a 87 milhdes de doses-padrao) e as vendas de doses de he-
parina nos Estados Unidos aumentaram de 129 milhdes em 2002 para 139
milhdes de doses em 2003. Desta forma, para a produgdo de heparina de
baixo peso molecular, é preciso cada vez mais heparina ndo fracionada.
Outro ponto importante é o fato de que o produto natural hepari-
na é uma mistura polidispersa de moléculas que apresentam amplas varia-
¢coes em sua composicao e suas preparagdes geralmente contém dermatam
sulfato em quantidades varidveis. A respectiva composi¢do de uma prepara-

¢ao de heparina é dependente dos processos individuais de fabricagéé‘, Di-

- versos parametros, que variam desde a subespécie de porco utilizada, as

condigdes de criagdo animal, o processo de extragéo e a purificagéo final da
heparina , influenciam a constituicao final do produto. Como consequiéncia,
ha grandes diferengas entre as diversas preparagdes de heparina, bem co-
mo consideraveis variag()és_por lote, o que resulta em diferencas em suas
atividades biolégicas. | |

As atividades biolégicas compreendem néo apenas a aceleragéo
da inibigdo da trombina e fator Xa mediada por antitrombina ou co-fator I da
heparina. A heparina exibe também uma ampla gama de efeitos bioldgicos,
muitos deles indesejaveis. Portanto, a heparina ndo é um farmaco de agéo
especifica, e sim um biomodulador multivalente.

Como desenvolwmento das heparinas de baixo peso molecular,
algumas das desvantagens das heparinas nao fracionadas foram superadas.
As heparinas de baixo peso molecular tem efeito anticoagulante reduzido em
comparagdo com as heparinas nao fracionadas, evitando sangramento ex-
cessivo. Além disso, as heparinas de baixo peso molecular podem ser admi-
nistradas por via subcutanea, ao passo que as heparinas ndo fracionadas

- sdo administradas por via intravenosa, o que torna o seu uso dependente de
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monitoramento constante. Outra vantagem das heparinas de baixd peso mo-
lecular é o seu maior tempo de permanéncia no organismo em comparagao
com o das heparinas nao fracionadas.

No entanto, com relagdo a seguranga e a eficacia, nenhuma
dessas heparinas pode ser considerada como étima.

Portanto, a presente invengado tem por objetivo prover galacta-
nas sulfatadas capazes de atuar como antitrombéticos alternativos ou substi-
tutos da heparina, apresentando desempenho aperfeicoado e caracteristicas
vantajosas em relagdo as heparinas disponiveis no mercado, em particular
as heparinas de baixo peso molecular.

As galactanas sulfatadas da presente invengao sao obtidas a
partir de algas vermelhas, particularmente as algas do género Botryocladia,
em especial as algas da espécie Botryocladia occidentalis e ndo apresentam
os problemas de contaminagdo e seguranga mencionados acima, caracteris-
ticos das heparinas. Além da vantagem de ser obtida a partir de algas e nao.
de animais, existe ainda a vantagem econdémica. O rendimento aproximado
da galactana sulfatada da presénte invencao é de cerca de 2% com relagdo
ao peso seco inicial da alga da qual ela foi extraida. Esse alto rendimento
significa reducéo do custo final do produto, em comparagao com as hepari-
nas disponiveis no mercado. Some-se a isso o fato de que as algas verme-
lhas, particularmente as algas do género Botryocladia, em especial as algas
da espécie Botryocladia occidentalis, sao de facil cultivo e reproducao.

Ao analisar as Figuras 3A e 3B, é possivel notar que os custos
relacionados a concentragdo do principio ativo utilizado sao reduzidos em-
pelo menos 75%. De acordo com o grafico, € necessario apenas 0,25 mg/kg
da galactana sulfatada da pfesente invencao para alcangar aproximadamen-
te 80% de atividade antitrombédtica, enquanto que, para chegar a aproxima-
damente 70% de atividade antitrombotica, € necessario 1,00 mg/kg de hepa-
rina de baixo peso molecular. Pode-se afirmar, assim, que a galactana sulfa-
tada da presente invengéo apresenta uma poténcia pelo menos 4 vezes
maior em relagdo a heparina de baixo peso molecular. |
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Portanto, além das vantagens econémicas e sanitarias, as galac-
tanas sulfatadas da presente invengdo apresentam ainda as seguintes van-
tagens frente as heparinas disponiveis no mercado: a) sdo tao ou mais ati-
vas quanto a heparina de baixo peso molecular no modelo de trombose; b)
inibbem a trombose com pouco efeito anticoagulante; ¢) ndo causam sangra-
mento; d) podem ser obtidas a partir de algas e ndo de animais, como é o
caso das heparinas disponiveis no mercado, reduzindo assim o custo de
producgao diminuindo os riscos de contaminagdo; €) sua administragao pode
ser feita tanto através da via intravenosa, como da via subcutanea; e f) em
doses baixas, apresenta uma atuagdo seletiva em modelos de trombose ve-
nosa e, em doses altas, apresenta uma atuacéo preferencial em modelos de
trombose arterial.

Outra vantagem que deve ser levada em consideragdo é que as
galactanas sulfatadas da presente invengdo apresentam um tempo de per-
manéncia no organismo equivalente aquele das heparinas de baixo peso

molecular.

- Estrutura das Galactanas Sulfatadas da Presente Invencéao

A galactana sulfatadé da presente invengdo pode ser obtida a
partir da alga vermelha Botryocladia occidentalis e apresenta uma estrutura
de repeticio composta de -4-a-D-Galp-1—3-B-D-Galp-1—. Além de seu pa-
drao de sulfatagdo variavel, essa molécula apresenta residuos de D-
galactose 2,3-di-O-squatada (aproximadamente um tergo do total das unida-
des de a-galactose). '

A galactana sulfatada da presente invengao, que pode ser obtida
a partir da alga marinha Botryocladia occidentalis, apresenta a seguinte es-
trutura de repeticao:
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R1, R2 e R3 =H ou SO3;
R1 como SO3 = 66%; e
R2 como SO3 > 33%.

Esse polissacarideo tem uma estrutura de repetigdo (-4-a-D-Gal-
1—3-B-D-Gal-1—), com um padrdo de sulfatagéo variavel. Aproximadamen-
te um tergo das unidades a é 2,3-dissulfatado e o outro um tergo é 2-
sulfatado. . '

A acdo anticoagulante da galactana sulfatada da presente in-
vengcao, mais reduzida do-q'ue aquela observada para a heparina de baixo
peso molecular, esta relacionada com a presenga dos residuos de galactose

2,3-dissulfatada. Quanto mais a direita do grafico, menor a atividade antico-

-agulante (Figura’2). Nas figuras 1B e 2, a galactana sulfatada da presente

invengao apresenta uma agao coagulante significativamente menor do que a
da hepariha de baixo peso molecular. v

Quando testadas em ensaios com inibidores da coagulagdo u-
sando trombina como a protease-alvo, a galactana sulfatada nativa e a he-
parina nao fracionada mostram atividades similares, sem importar se anti-
trombina ou co-fator Il da heparina foi usado como inibidor (Figura 2A e 2C).
Em contraste, em ensaios onde fator Xa substitui trombina, a galactana sul-
fatada nativa requer uma concentragao significativamente maior para atingir

o mesmo efeito inibitério da heparina ndo fracionada (Figura 2B). Além dis-

so, foi demonstrado que a formagdo do complexo inibidor trombina-

antitrombina formado na presenca da galactana sulfatada nativa difere da-
quele formado na presenga de heparina (Melo FR, Pereira MS, Foguel De
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Mourdo PAS. Antithrombin-mediated anticoagulant activity of sulfated poly-
saccharides - Different mechanisms for heparin and sulfated galactans. J Biol
Chem 2004; 279: 20824-20835).

Obijetivos da Invengao

A galactana sulfatada nativa de Botryocladia apresenta efeito
antitrombotico quando testada em um modelo experimental de trombose. No
entanto, a curva de dose-resposta obtida para a galactana sulfatada é dife-
rente daquela da heparina néo fracionada, uma vez que apresenta um efeito
antitrombético potente em doses baixas, mas em doses altas esta acao de-
saparece (Figura 3A)(Farias WRL, Nazareth RA, Mourao PAS. Dual ef-
fects of sulfated D-galactans from the red algae Botryocladia occiden-
talis preventing thrombosis and inducing platelet aggregation. Thromb
Haemostasis 2001; 86: 1540-1546). O alto peso molecular da galactana
sulfatada nativa (= 100 kDa), em contraste com preparagdes de heparina
nao fracionada e heparina de baixo peso molecularv(~14 e ~5 kDa, respecti-
vamente)},’torna a comparagéo entre elas dificil. Ainda, o zimogénio do fator
XIl pode ser ativado por contato com cargas negativas, tal como o sulfato de
dextrana. Deste modo, o alto tedr de sulfato da galactana sulfatada nativa
pode ativar o fator XIl, comprometendo sua agao anticoagulante. Com o ob-
jetivo de comparar a ag¢ao bioldgica da galactana sulfatada com aquela da
heparina nao fracionada e heparina de baixo peso molecular, foram prepa-
rados fragmentos de baixb peso molecular a partir da galactana nativa, com
tamanhos similares aqueles da heparina nao fracionada e heparina de baixo
peso molecular (Figura 1A). Os resultados indicam que a redugédo do peso
molecular da galactana sulfatada minimiza seu efeito anticoagulante (Figuras
1Be 2), mas também elimina seu efeito indesejado sobre a ativagao do fator
XIl (Figura 4). E importante notar que a fracao entre 2 a 10 kDa, particular-
mente ~5 kDa, tem uma agdo anticoagulante pobre (Figuras 1B e 2). Quan-
do esses fragmentos foram testados em um modelo de trombose venosa, a
fragdo de ~14 kDa mostrou 0 mesmo efeito duplo observado para a galacta-
na sulfatada nativa (Figuras 3B). Surpreendentemente, a fragéo entre 2 a 10 -
kDa, particularmente ~5 kDa, retém o efeito antitrombdtico em doses altas e
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é capaz de prevenir trombose em ambos modelos venoso e arterial (Figuras
3B e D). Diante disto, € possivel afirmar que o efeito da galactana sulfatada
da presente invengao é modulado” pela sua dose. Assi_m, em doses baixas,
sua acdo é seletiva na trombose venosa, enquanto que em doses altas é
também evidenciado um efeito na trombose arterial (Figura 3B e D). Além
disso, ndo aumenta o tempo de sangramento (Figura 6).

Portanto, o objetivo prihcipal da presente invengao é prover ga-

- lactanas sulfatadas de baixo peso molecular com efeito antitrombético capa-

zes de inibir a trombose com pouco efeito anticoagulante, sem os efeitos
colaterais resultantes da utilizag@o das heparinas disponiveis no mercado.

| A redugdo do tamanho molecular tem um papel central na disso-
ciagao do efeito duplo observado navformagéo patogénica do trombo in vivb. ‘
A presente irivengéo revela que fragmentos entre 2 a 10 kDa, particular.men-
te ~5 kDa, de tais galactanas sulfatadas sdo farmacos promissores em tera-
pias antitrombdéticas com risco baixo ou nenhum de sangramento excessivo.

Brevé Descricao das Figuras

A Figuras 1A e 1B referem-se ao tamanho e a agao anticoagu-
lante dos polissacarideos sulfatados. Na Figura 1A, a galactana sulfatada
nativa, duas fra¢cdes de peso molecular reduzido da mesma (~14kDa (lll) e
~5kDa (IV)), heparina néo fracionada (UFH) e heparina de baixo peso mole-
cular (LMWH) foram separadas através de PAGE. As massas moleculares
dos fragmentos de baixo peso molecular da galactana sulfatada foram de-
terminadas através de comparagdo com a mobilidade eletroforética dos
compostos-padrdo (posi¢des mostradas a direita). Na Figura 1B, amostras
de plasma vhumano citratado foram incubadas com concentragbes diferentes
de heparina nao fracionada (m), héparina de baixo peso molecular (m), galac-
tana sulfatada nativa (A), fragmento de ~14 kDa (o) e fragmento de ~5 kDa
(®) e usadas para medir o aPTT (tempo de tromboplastina parci‘alvativada)
[média + erro-padrdao da média (EPM), n=3]. Para efeitos de clareza, apenas -
uma barra de EPM é mostrada para cada ponto. |

A Figura 2 mostra a dependéncia da concentragao dé polissaca-

rideos sulfatados para inativagao da frombina (A e C) ou fator Xa (B) por an-
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titrombina (A e B) ou co-fator Il de heparina (C). Antitrombina (10 nM) Ou Co-
fator 1l de heparina (15 nM) foram incubados com trombina (2 nM) ou fator
Xa (2 nM) na presenca de varias concentra¢des de heparina nao fracionada
(o), heparina de baixo peso molecular (m), galactana sulfatada nativa (A),
fragmento de ~14 kDa (o) e fragmento de ~5 kDa (e). Apds 60 segundos, a
atividade amidolitica da trombina e fator Xa foi determinada com um substra-
to cromogénico especifico para cada uma das proteases (Asosnm/Min) [Mmédia
+ erro-padrao da média (EPM), n=3]. Nenhuma inibicao foi observada quan-
do trombina ou fator Xa foi incubado com polissacarideo sulfatado sozinho,
mesmo acima da faixa de-concentragao testada.

A Figura 3 demonstra o efeito antitrombético dos polissacarideos
sulfatados. Ensaios foram realizados em ratos com doses diferentes de he-
parina nao fracionada (o), heparina de baixo peso molecular (m), galactana
sulfatada nativa (A), fragmento de ~14 kDa (o) e fragmento de ~5 kDa (e)
(média + erro-padrdo da média (EPM), n%3). (A e B) Modelo de trombose
induzida por estase na veia cava de ratos. A média de peso do trombo para
cada dose foi exp‘ressa como porcentagem do peso na auséncia de polissa-
carideo; (C) Trombose no modelo de shunt arteriovenoso. A média de peso
do trombo para cada dose foi expressa como porcentagem do peso do trom-
bo na auséncia de pblissaéaride_o; (D) Modelo de trombose arterial induzida
por irradiagdo a laser na artéria cardtida. Os resultados foram expressos
como o tempo médio para a completa oclusdo da artéria. ‘ _

A Figura 4 refere-se a ativagéo de fator Xil em plasma humano
incubado com heparina nao fracionada (o), galactana sulfatada nativa (A),
fragmento de ~14 kDa (o) e fragmento de ~5 kDa (e). Apds 60 segundos de
incubagéo a 37°C, 'O',3 mM de substrato cromogénico para calicreina de
plasma foi adicionado. O aumento da absorbancia a 405 nm foi expresso em
mili densidade éptica/ min (média + erro-padrao da média (EPM), n=3).

A Figura 5 mostra a atividade anticoagulante baseada no tempo
de recalcificagdo. (A) Amostras de plasma humano citratado foram incuba-
das com concentragdes diferentes de heparina nao fracionada (o), galactana
sulfatada nativa (A ), fragmento de ~14 kDa (o) e fragmento de ~5 kDa (e) e
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usadas para medir o tempo de recalcificagdo (média + erro-padrdo da média
(EPM), n=3); (B) Amostras de sangue de rato foram coletadas 10 minutos
apos administragdo intravascular de diferentes doses dos polissacarideos
sulfatados, o plasma foi separado e usado para medir o tempo de recalcifi-
cacao ex vivo (média = erro-padrao da média (EPM), n=4). A atividade anti-
coagulante foi expressa como T1/To, que é a razdo entre o tempo de coagu-

lagéo na presenga ou auséncia de polissacarideo sulfatado. A linha traceja-

~da (T4/To = 1) indica a auséncia de efeito do polissacarideo sobre coagula-

¢ao. .

A Figura 6 refere-se ao efeito no sangramento. Heparina ndo
fracionada (o), heparina de baixo peso molecular (m), galactana sulfatada
nativa (A), e fragmento de ~5 kDa (e) foram infundidos em ratos. Apds 5
minutos, as caudas dos ratos foram cortadas 3 mm a partir da-ponta e imer-
sas em 40 ml de &gua destilada em temperatura ambiente. A perda de san-
gue foi determinada 60 minutos depois, através da medi¢do da hemoglobina
na agua. Os resultados foram expressos em pl de sangue perdido (média +
erro-padréo da média (EPM)., n=4). Para efeitos de clareza, apenas uma bar-
ra de EPM é mostrada para cada ponto. '

Descricdo da Invencao

A presente invengao refere-se a galactanas sulfatadas com ati-
vidade antitromboética, apresenta'ndo baixo peso molecular e compreendendo
a estrutura de repeti¢éo (-4-a-D-Galp-1—3-B-D-Galp-1—), sendo que o total
das unidades a compreendem residuos de a-D-galactopiranose 2,3-di-O-
sulfatada e/ou residuos de a-D-galactopiranose 2-O-sulfatada.

| Preferencialmente, as galactanas sulfatadas da presente inven-
¢ao possuem peso moleculér na faixa de 2 a 10 kDa, particularmente 5 kDa.
A As galactanas sulfatadas da presente invengéo podem ser obti-
das a partir de algas vermelhas, particularmente as algas do género Botryo-
cladia, em especial as algas Botryocladia occidentalis.

. Particularmente, o total das unidades a das galactanas sulfata-

~ das da presente invengdo compreendem pelo menos um tergo de residuos
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de a-D-galactopiranose 2,3-di-O-sulfatada e pelo menos um tergo de resi--
duos de a-D-galactopiranose 2-O-sulfatada.
Preferencialmente, a estrutura de repeticdo das galactanas sul-

fatadas da presente invencao apresenta a férmula:

OR3

onde:

R1, R2 e R3 =H ou SO3;
R1 como SO3 > 66%; e

- R2 como SOz = 33%.

As galactanas sulfatadas da presente invengédo sao uteis no tra-
tamento de trombose arterial ou venosa em ser humano ou animal. Elas sdo
particularmente Uteis no tratamento de trombose venosa e podem ser admi-
nistradas por via intravenosa ou subcutanea ao ser humano ou animal.

A presente invengao também se refere a uma composicéo far-
macéutica que compreende as galactanas sulfatadas descritas acima, jun-
tamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, como por exemplo
solugdo fisioldgica de NaCl a 0,15 M ou qualquer outro veiculo conhecido
por um técnico no assunto que seja compativel com a composigao farma-
céutica da presente inveng¢ao. Tal composicao farmacéutica é util no trata-
mento de trombose arterial ou venosa em ser humano ou animal, particular-
mente trombose venosa, e pode ser administrada por via intravenosa ou
subcutanea ao ser humano ou animal.

Outro aspecto da presente invengao refere-se ao uso das galac-
tanas s_ulfatadas descritas acima no tratamento ou profilaxia da trombose
arterial ou venosa em ser humano ou animal, particularmente trombose ve-

nosa. A administragao pode ser feita por via intravenosa ou subcutidnea ao
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humano ou animal.

A galactana sulfatada da presente invengao € um farmaco que
atua em concentragdes distintas em eventos de trombose venosa e arterial.
Assim, as faixas de concentracdes utilizadas nos métodos de tratamento ou
profilaxia de trombose venosa e de trombose arterial sdo diferentes. A faixa
de concentragdo da galactana sulfatada da presente invengao a ser adminis-
trada para o tratamento ou profilaxia de trombose venosa é de aproximada-
mente 0,05 a 5 mg/kg de peso corporal, preferencialmente, aproximadamen-
te 0,25 mg/kg de peso corporal (vide Figura 3B). A faixa de concentragéo da
galactana sulfatada da presénte invengdo a ser administrada para o trata-
mento ou profilaxia de trombose arterial € de aproximadamente 2 a 10 mg/kg
de peso corporal, preferencialmente, aproximadamente 5 mg/kg de peso
corporal (vide Figura 3D). |

Portanto, a presente invencao também se refere a um método
para tratamento ou profilaxia de trombose venosa em humano ou animal,
compreendendo administrar 0,05 a 5 mg/kg de peso corporal, preferencial-
mente 0,25 mg/kg de peso corporal, da galactana sulfatada descrita acima
ao dito ser humano ou animal.

Além disso, a presente invengdo também se refere a um método
para tratamento ou profilaxia de trombose arterial, em ser humano ou ani-
mal, compreendendo administraf 2 a 10 mg/kg de peso corporal, preferenci-
almente 5 mg/kg de peso corporal, da galactana sulfatada descrita acima ao
dito ser humano ou animal.

Em ambos os métodos, a administragao é feita preferivelmente
por via intrévenosa ou subcutanea.

A presente invehgéo também esta direcionada ao uso das galac-
tanas sulfatadas descritas acima na preparagdo de uma composi¢éo farma-
céutica til no tratamento ou profilaxia da trombose arterial ou venosa em ser
humano ou animal, particularmente trombose venosa.

Outro aspecto da presente invengéo refere-se ao uso da galac-
tana sulfatada descrita acima como substituto da heparina, no tratamento ou

profilaxia da trombose arterial ou venosa em um ser humano ou animal.
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Descricao Detalhada da invencao

O estudo de novos polissacarideos com ag¢des anticoagulante e
antitrombética é concentrado em dois pontos. Um deles envolve a pesquisa
por novos compostos com acado potente e persistente e sem efeitos colate-
rais. O outro ponto é o uso desses compostos como ferramentas para eluci-
dar os mecanismos moleculares e celulares envolvidos nos eventos de
trombose. Com esses objetivos, a presente invencao prové uma galactana
sulfatada nativa e fragmentos desse polissacarideo com pesos moleculares
similares aos da heparina néo fracionada e da heparina de baixo peso mole-
cular. Em particular, as unidades a-galactose 2,3-dissulfatada estao ainda
presentes nos fragmentos de baixo peso molecular. Acredita-se que tais uni-
dades constituem o motivo estrutural que confere uma atividade anticoagu-
lante alta a galactana sulfatada intacta.

A galactana sulfatada nativa e a heparina nao fracionada tém

- poténcias anticoagulantes similares na présenga de trombina (Figura 2A e

C). Os modos com que a heparina ndo fracionada e a galactana sulfatada
nativa auxiliam na inativagao da trombina mediada por antitrombina sdo bem
diferentes entre si. A principal diferenga entre os dois polissacarideos neste

~ contexto se encontra nas diferentes afinidades que eles apresentam para

trombina (galactana sulfatada nativa > heparina nao fracionada) e para anti-
trombina (heparina nao fracionada > galactana sulfatada nativa). Interessan-
temente, quando os dados na Figura 2A sdo expressos em uma base molar,
os efeitos inibitdrios exercidos pelos dois polissacarideos sao similares e a
curva de inibicao de trombina da galactana sulfatada nativa quase se sobre-
pde aquela da heparina nao fracionada. Quando os fragmentos de baixo pe-
so molecular da galactana sulfatada foram testados, foi observada uma di-
minuigéo significativa no efeito inibitério sobre a atividade da trombina e do
fator Xa exercido por antitrombina ou co-fator Il da heparina (Figura 2), es-
pecialmente quando os resultados foram expressos em uma base molar.
Ainda, os fragmentos de baixo peso molecular apresentaram uma redugao
da atividade anticoagulante similar, independentemente da protease ou do
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inibidor utilizado. Esses resultados indicam que a redu¢ao no tamanho mole-
cular causa o mesmo efeito nos diferentes ensaios. _

A trombose arterial acontece em regides de estresse de cisa-
lhamento moderado, principalmente através da adesao e agregagao de pla-
quetas na superficie luminal de vasos danificados. Em contraste, a trombose
venosa € principalmente associada com a coagulagao sangiinea e 0s con-

seqlentes depdsitos de fibrina e eritrécitos em regides de estase ou de es-

tresse de cisalhamento baixo. A presente invencao testou o efeito da

galactana sulfatada nativa e seus fragmentos de baixo peso molecular usan-
do trés modelos-experimentais de trombose. A galactana sulfatada. nativa
tem um efeito antitrombdtico potente sobre trombose venosa em doses bai-
xas, € menos ativa no modelo arterial e é inativa no shunt arteriovenoso (Fi-
gura 3). Em modelos arteriovenoso e arterio de trombose (Figuras 3C e D), o
efeito antitrombético observado para heparina ndo fracionada é claramente
associado com sua agéo inibidora da agregacédo plaquetaria. A galactana
sulfatada nativa de B. occidentalis ndao tem nenhum efeito inibitério sobre

-agregagao plaquetaria humana ou de rato induzida por trombina, quando

testada em concentragdes de até 0,15 mg/mL e apresentou certa eficacia na
inibicado de trombose arterial. O efeito dos polissacarideos sulfatados sobre a
trombose venosa foi baseado na avaliagido da formagdo do trombo e é prin-
cipalmente associada com sua agéo anticoagulante. O efeito duplo da galac-
tana sulfatada nativa no modelo de trombose venosa foi associado com sua
capacidade de ativar o fator Xll e esta acao leva a um efeito diferente da ga-
lactana sulfatada nativa em ensaios anticoagulantes e antitrombéticos.

A formacgao do trombo esta intimamente relacionada com o inicio
da cascata de coagulagao bara finalmente produzir fibrina. A protease fator
Vila presenté no plasma, em conjunto com a proteina de membrana fator
tecidual sédo de importancia central neste processo. Outros mecanismos
também podem contribuir para formagao de fibrina in vivo, como o que induz
a ativagao. do fator Xll da coagulagdo. O antigo conceito de que essa via é
irrelevante para coagulagao in vivo foi recentemente mudado através da de-

monstracdo de que camundongos sem fator Xl sdo protegidos contra trom-
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boembolismo induzido por colageno e epinefrina. A ativagédo do fator_ XlI po-
de acontecer na superficie negativamente carregada das plaquetas ativadas.
O aspecto mais importante das constatagdes in vivo é a possibilidade de que
o fator Xli possa estar envolvido na'formagéo de trombo (patolégica), mas
nao na hemostasia (fisiolégica), uma vez que o tempo de sangramento em
camundongos knockout sao normais.

Surpreendentemente, quando o peso molecular da galactana
sulfatada foi reduzido, o efeito antitromboético no modelo venoso foi 'restaura-

do (Figura 3B). A redugéo da atividade antitrombdtica dos fragmentos no

- modelo arterial (Figura 3D) pode estar associada com a redugéo da ativida-

de anticoagulante (Figura 2). No entanto, a agdo antitrombdtica venosa da
galactana sulfatada nativa esta associada com um equilibrio entre as ativi-
dades anticoagulante e pré-coagulante. Em doses baixas, a atividade anti-

coagulante predomina e, em doses altas, essa agao é superada pela ativa-

- ¢ao do fator XlI, resultando em uma atividade pré-coagulante. A dissociagdo

dessas agdes foi observada nos experimentos com o fragmento de ~5 kDa,

que exibe um efeito antitrombdtico maximo em doses similares as da galac-

tana sulfatada nativa, retendo esté acao em doses altas (Figura 3B).

A ativagao do fator Xil em plasma normal envolve uma lenta au-
todigestao e autoativagao do fator Xll' nativo ligado a uma superficie carre-
gada negativamente, seguido por uma digestdo mais rapida do fator XIl pela
calicreina. Foi demonstrado que cerebrosideos sulfato (sulfatideos) provéem
uma superficie muito eficaz para o acontecimento da reagao durante ativa-
¢ao por contato. Uma agéo similar foi também observada na presenga de-
sulfato de dextrana com peso molecular acima de 8 kDa. A redugéo do ta-
manho da galactana sulfatada nativa também reduz sua agao sobre o fator
Xll, de modo que o fragmento de ~5 kDa nao apresentou esta agdo (Figura
4). Para avaliar o efeito duplo da galactana sulfatada nativa, como também a
acao dos fragmentos de baixo peso molecular, foram realizados ensaios de
recalcificagao in vivo e ex vivo (Figuras 5A e B). Os resultados mostraram-se

de acordo com aqueles observados anteriormente (Figuras 3B e 4). Uma
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demonstragao adicional de que a galactana sulfatada nativa ativa o fator XII,
pode ser obtida usando plasma deficiente deste co-fator.

Embora a galactana sulfatada ative o fator Xll, ela nao afeta sig-
nificativamente o sistema calicreina-cininogénio, assim como observado pela
administragao intravascular do polissacarideo, que nao foi capaz de alterar a
pressao.sangulinea do rato.

O efeito de sangramento geralmente resulta da modificagao da

- coagulagéo sanglinea induzida pelo polissacarideo. Um aumento dos valo-

res de aPTT no plasma estd geralmente correlacionado com um efeito de
aumento do sangramento. O modelo de sangramento da cauda do rato foi
utilizado para comparar o efeito hemorragico dos polissacarideos. Surpreen-
dentemente, a galactana sulfatada nativa e seu fragmento de ~5 kDa nao

tiveram efeito hemorragico (Figura 6). A heparina ndo fracionada aumentou

significativamente a perda de sangue quando injetada na dose de 1,0 mg/kg

de peso corporal, a mesma dose na qual ela tem uma agdo antitrombética
méaxima no modelo venoso. A galactana sulfatada e seus fragmentos na fai-
xa de 2 a 10 kDa, particularmente ~5 kDa, ndo modificaram a perda de san-
gue mesmo na dose de 2,0 mg/kg de peso corporal, possivelmente devido a
auséncia de efeito.inibitorio sobre a agregacgéo plaquetaria.

Em suma, embora a galactana sulfatada nativa parega ser inca-
paz de ser utilizada para prevenir a trombose venosa, a presente invengao
demonstra que a reducdo do tamanho molecular tem um papel central na
dissociacao do efeito duplo observado na formagao patogénica do trombo in

vivo. Portanto, a presente invengao estabelece o fragmento de baixo peso

molecular, preferencialmente entre 2 e 10 kDa, particularmente ~5 kDa, co-
mo um novo farmaco promissor para uso em terapias antltrombotlcas com
risco baixo ou nenhum de sangramento eXxcessivo.

Resultados Experimentais

a) Polissacarideos Sulfatados
A galactana sulfatada foi extraida da alga vermelha Botryocladia
occidentalis através de digestao com protease e purificada através de cro-

matografia de troca idnica. A pureza de cada fragdo foi verificada através de
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eletroforese em gel de agarose e espectroscopia de RMN, conforme descrito
em Melo FR, Pereira MS, Foguel D e Mourdao PAS. Antithrombin-Mediated
anticoagulant activity of sulfated polysaccharides - Different mechanisms for
heparin and sulfated galactans. J Biol Chem 2004; 279: 20824-20835. A he-
parina nao fracionada referente ao quarto Padrao Internacional (85/502) e
heparina de baixo peso molecular (66 IU/mg) de Padrido Internacional
(85/600), foram ambas obtidas do National Institute for Biological Standards
and Control (Potter Bar, UK).
b) Preparagdo dos Fragmentos de Baixo Peso Molecular

A galactana sulfatada nativa .de Botryocladia occidentalis
(40 mg) foi dissolvida em 1,0 ml de HCla 0,1M e incubada a 60°C por 60 mi-
nutos, entdo neutralizada com 1,0 ml de NaOH a 0,1M. A galactana sulfata-
da parcialmente hidrolisada foi aplicada a uma coluna Sephacryl S-400/HR
(220 x 0,75 cm), equilibrada com NH4HCO3 a 0,2M, pH 7,0. A coluna foi elu-
ida com a mesma solugdo a um fluxo de 28 ml/h; fracdes de 4 ml foram cole-
tadas e testadas através de metacromasia usando azul de 1,9-
dimetilmetileno e através'da reacao de fenol-H,SO,. As varias fragbes foram
agrupadas como quatro subfra¢des distintas e em seguida liofilizadas. :
¢) PAGE

As massas molchIares dos polissacarideos sulfatados foram
estimadas através de PAGE. Nesses experimentos, os polissacarideos sul-
fatados (~10 pg de cada) foram aplicados a um gel de poliacrilamida de 1
mm de espessura a 6% em barbital de sodio a 0,02M, pH 8,6, e submetidos
a corrida por 30 minutos a 100 V. Os géis foram corados com azul de toluidi-
na a 0,1% em &cido acético e entédo lavados por ~4 horas em 4cido acético a
1%. As massas moleculares dos fragmentos de baixo peso molecular da
galactana sulfatada foram determinadas através de comparagdo com a mo-
bilidade eletroforética dos compostos-padrao.
d) Acdo Anticoagulante Medida Através do Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada (aPTT)

Os ensaios de coagulagdo foram realizados por aPTT através
do método de Anderson (Wesslér S, Reimer SM, Sheps Me. Biologic assay
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of thrombosis-inducing activity in human serum. J Appl Physiol 1959; 14:
943-946) usando plasma humano citratado. Nesses ensaios, amostras de
plasma (90 pl) foram misturadas com quantidades diferentes de polissacari-
deo sulfatado em NaCl a 0,15M (10 p) e aquecidas por}60 segundos a 37°C,
e entdo 100 pl de reagente de aPTT preaquecido (caulim e uma mistura de
extratos. de fosfolipideo de cérebro de coelho e soja) (Celite-Biolab) foram
adicionados e incubados por 2 minutos a 37°C. CaCl, a 0,025 M preaqueci-

- do (100 pl) foi entdo adicionado e o aPTT foi registrado como o tempo ne-

cessario para a formagéo do coagulo em um coagulometro (Amelung KC4A).
e) Atividade Anticoagulante.Baseada no Tempo de Recalcificagdo

| Ensaios de coagulagao foram realizados em placas de 96 pogos.
Primeiro, amostras de plasma humano citratado (90 pl) foram misturadas
com quantidades diferentes de polissacarideos sulfatados em NaCl a 0,15M
(10 pl) e aquecidas por 60 segundos a 37°C. Entéao, 100 pl de CaCl, a 0,25M
foram adicionados e a transmitancia a 405 nm foi registrada por 720 segun-
dos (leitora de placa Thermo-max, Molecular Devices). O tempo para forma-
¢ao do coagulo foi registrado quando a transmitancia atingiu 5%.
f) Tempo de Recalcificagdo Ex-vivo |

Os ensaios de recalcificagao foram realizados com plasma de

rato. Ratos Wistar (de ambos os sexos, peso corporal de ~250 g) foram a-
nestesiados com uma inje¢do intramuscular-de 100 mg/kg de peso corporal
de Ketamina (Cristalia, Sao Paulo, Brasil) e 16 mg/kg de peso corporal de
xilazina (Bayer AS, Sao PaUIo, SP, Brasil). Foram seguidas as orientagdes
institucionais para cuidado e experimentagdo com animal. A artéria carétida
direita foi Canulada; uma solugdo de polissacarideo sulfatado foi injetada e
deixada circular por 10 mintjtos. Amostras de sangue (~1,0 ml) foram coleta-
das em citrato de sédio a 2,8% (9 partes de sangue:1 parte de citrato). O
plasma foi separado através de centrifugagdo (1.600 x g por 10 minutos),
diluido em 3 volumes de tampao TS (Tris/HCI 0,02M, NaCl 0,15 M, pH 7,4),
aquecido por 60 segundos a 37°C e entdo 100 pl de CaCl, a 0,2M foram a-
dicionados. A transmitancia a 405 nm foi registrada por 720 segundos. O
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tempo bara formagao de coagulo foi registrado quando a transmitancia atin-
giu 5%. | |
g) Inibicdo da Trombina ou Fator Xa por Antitrombina e Co-fator Il da Hepa-
rina na Presenga de Polissacarideos Sulfatados

As incubagdes foram realizadas em placas de 96 cavidades. As
concentragGes finais de reagentes incluiam antitrombina 10 nM ou co-fator I
da hepérina a 15 nM, trombina ou fator Xa 2 a nM (Haematologic Technolo-
gies Inc., Vermont, USA) e 0-1.000 pg/ml de polissacarideo sulfatado em 40
vl de tampao TS/PEG (Tris/HCI a 0,02M, NaCl a 0,15M e 1,0 mg/ml de polie-
tileno glicol 8.000, pH 7,4). Trombina ou fator Xa foi adicionado por ultimo
para iniciar a reagao. Apos 60 segundos a 37°C, 25 ul de substrato cromo-
génico (S-2238 para trombina ou S-2222 para fator Xa) (Chromogenix AB,
Mondal, Suécia) foram adicionados, e a absorbancia a 405 nm foi registrada

por 120 segundos. A taxa de mudanga de absorbéncia foi proporcional a

atividade da trombina ou fator Xa restante na incubagdo. Nenhuma.inibigéo
aconteceu em experimentos controle onde trombina ou fator Xa foi incubado
com antitrombina ou co-fator Il da heparina na auséncia de polissacarideo
sulfatado. Ainda, nenhuma inibigao foi observada quando trombina ou fator
Xa foi incubado com polissacarideo sulfatado sozinho, mesmo acima da fai-
xa de concentragdes testada.
h) Ativagdo de Fator Xll na Presenga de Polissacarideos Sulfatados

Os ensaios para afivag:éo de fator XII foram realizados em pla-
cas de 96 cavidades. Plasma human‘o citratado foi diluido em 3 volumes de
tampao TS e amostras (40 pl) foram incubadas com concentracoes diferen-
tes de polissacarideo sulfatado (30 pl). Apés 60 segundos de incubacéo a
37°C, foram adicionados 30 pL de substrato cromogéni¢o (S-2302 a 0,3 mM)
(Chromogenix AB, Mondal, Suécia) e a absorbancia a 405 nm foi registrada
por 300 segundos. O S-2302 é um substrato cromogénico para calicreina do
plasma ativada por seu precursor pré-calicreina através da agdo do fator Xl
ativado. O método para a determinacao da atividade do fator Xlla é baseado
na diferenca em absorbancia entre a p-nitroanilida formada e o substrato
original. A taxa de formagéo de p-nitroanilida, isto €, o aumento em absor-
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béncia a 405 nm, é proporcional a atividade enzimatica. Nenhuma ativagcao
aconteceu em experimentos controle na auséncia de polissacarideo sulfata-
do.

Foi observado que o sulfato de dextrana ativa o fator XII quando
testado no ensaio acima. O efeito estd associado com o tamanho molecular
do polissacarideo. Apenas sulfato de dextrana com peso molecular acima de
8 kDa ativa o fator XII.

i) Avaliagdo das Propriedades Antitrombdticas
Trombose Venosa

A atividade antitrombética em ratos, foi investigada com uso de
tromboplastina de cérebro de coelho como estl’mulo trombogénico. Foram
seguidas as orientagdes institucionais para cuidado e experimentacao corh
animais. Ratos Wistar (ambos os sexos, peso corporal de ~250 g) foram a-
nestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina, como ja descrito. A
veia cava inferior foi cuidadosamente dissecada. Um segmento de 0,7 cm foi

preparado comegando logo abaixo da ramificagdo da veia renal direita e se

- estendendo até depois da veia renal esquerda, que foi ligada. Doses diferen-

tes dos polissacarideos sulfatados foram administradas intravenosamente 1
cm abaixo da sutura solta distal e deixada circular por 5 minutos. Entao,
tromboplastina de cérebro (Biolab-Merieux AS, Rio de Janeiro, Brasil) (5
mg/kg de peso corporal) foi Ienfamente injetada intravenosamente 1 cm a-
baixo da sutura solta distal e 0 segmento venoso foi fechado, primeiro a su-
tura proximal, depois a sutura distal. Apés 20 minutos de estase, o trombo
formado dentro do segmento ocluido foi cuidadosamente retirado, lavado
com NacCl é 0,15M, posto em estufa por 1 hora a 60°C e pesado.
Trombose no Shunt Arteriovenoso

| A atividade antitrombética no modelo do shunt arteriovenoso foi
investigada conforme descrito por Umetzu T e Sanai K. Effect of 1-methyl-2-
mercapto-5-(3-pyridyl)-imidazole (KC-6141), an anti-aggregating compound
on experimental thrombisis in rats; Thromb Haemost, 1979; 39: 74-83. Ratos
Wistar (ambos os sexos, peso corporal de ~250 g) foram anestesiados com

uma mistura de Ketamina e xilazina, como ja descrito. Através de uma inci-
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sao longitudinal na pele da traquéia ao longo da linha mediana, a veia jugu--
lar esquerda e a artéria cardtida direita foram ligadas através de urh shunt
extracorp6reo consistindo em dois pedagos de 6 cm de tubo de polietileno
(~1,3 mm de didmetro interno). Um fid de seda com comprimento de 5 cm foi
esticado no shunt, deixando 1 cm para fora do tubo. O shunt foi preenchido
com uma solugao de heparina nao fracionada (0,05 mg/kg de peso corporal,
que esta abaixo da dose antitrombética da heparina). Animais controle onde
o shunt foi preenchido com solugdo salina, mostraram ufn trombo com peso
similar ao controle com heparina néo fracionada. Apds 15 minutos de circu-
lagdo do sangue através do shunt (e 20 minutos apds-administracéo intra-
vascular do polissacarideo sulfatado), o fluxo sangiineo foi parado no lado
arterial do tubo e o shunt extracorpéreo foi isolado. A partir deste segmento,
o fio de seda revestido com o trombo foi cuidadosamente puxado pelo fio
que permaneceu externo. O peso liquido do tfombo foi imediatamente de-
terminado. |

Trombose Arterial _ .

A trombose da artéria carétida foi induzida usando uma modifi-
cagdo do método de Eitzman (Eifzman DT, Westrick RJ, Nabel EG. Plasmi-
nogen activator inhibitor-1 and vitronectin promote vascular thrombosis in
mice. Blood 2000; 95: 577-580). Ratos Wistar (ambos os sexos, péSo corpo-
ral de ~250 g) foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina,
conforme ja descrito, e présos ha posi¢ao de supino. A artéria cérétid_a direi-
ta foi isolada através de uma incisdo cervical na linha média e foi aplicada
uma sonda de ultrassom para medicao do fluxo (modelo 0,5 VB; Transonic
Systems, Inc., Ithaca, Nova York, USA). Concentragdes diferentes de polis-
sacarideos sulfatados foram lentamente injetadas na veia cava. Cinco minu-
tos apds a injecao dos polissacarideos sulfatados, foi injetado corante rosa
de bengala (80 mg/kg de peso corporal; Fisher Scientific Co., Fair Lawn, No-
va Jersey, USA) e a artéria carédtida foi iluminada com um feixe de laser de
540 nm, 1,5 mW (Melles Griot Inc., Carlsbad, Califérnia, USA) a uma distan-
cia de 5 cm. O fluxo na artéria carédtida foi monitorado até ocorrer ocluséo
completa. |
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j) Efeito de Sangramento

Ratos Wistar (ambos os sexos, peso corporal ~250 g) foram a-
nestesiados com uma mistura de Ketamina e xilazina, conforme ja descrito.
A artéria carétida direita foi canulada e doses diferentes de polissacarideos
foram infundidas e deixadas circular por 5 minutos. A cauda dos ratos foi
cortada 3 mm a partir da ponta e imersas em 40 ml de agua destilada em
temperatura ambiente. A perda de sangue foi determinada 60 minutos de-
pois através da medi¢gdao da hemoglobina ha agua usando um método espec-
trofotométrico (Zancan P, Mourao PAS. Venous and arterial thrombosis in rat
models: dissociation of the antithrombotic effec:_ts of giycosaminoglycans.
Blood Coagul Fibrin 2004; 15: 45-54). O volume de sangue foi deduzido a
partir de uma curva-padrao com base na absorbancia a 540 nm.

k) Analises Estatisticas

Dados expressos como média + erro-padrao da média (EPM)
foram analisados pelo programa de computador Microcal Origin versao 3.5.
Andlise dos Resultados

a) Tamanho Molecular Versus Atividade Anticoagulante da Galactana Sulfa-
tada ‘ ‘

A galactana sulfatada nativa tem um peso molecular significati-
vamente maior do que as preparagdes de heparina nao fracionada (Figura
1A), e atividade anticoagulante similar quando testada através do aPTT (Fi-
gura 1B). Ambas tém atividade inibidora quando testadas em ensaios de
inibicdo das protease de coagulagéo (Figura 2). Os dois compostos foram
bastante similares para inibicao da trombina mediada por antitrombina ou co-
fator Il da heparina (Figuras 2A e C), embora a galactana sulfatada nao seja
capaz de atingir 0 mesmo éfeito inibitério que heparina néo fracionada para
a inibigdo de fator Xa pela antitrombina (Figura 2B). No entanto, a evidente
diferenga em tamanho molecular entre heparina nao fracionada e a galacta-
na sulfatada nativa torna a comparagio dificil. Entdo, foram preparados deri- -
vados da galactana sulfatada nativa com pesos moleculares préximos a he- |
parina ndo fracionada e heparina de baixo peso mdlecular (Figura 1A), u-
sando hidrélise acida branda e sepéragéo através de gel filtragao. Espec-
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troscopia de 'H RMN mostrou que esses derivados t&ém a mesma estrutura
quimica e padréo de sulfatagdo que a galactana nativa. A redugdo do peso
molecular da galactana sulfatada nativa resulta em uma redugdo substancial
na atividade anticoagulante (Figura 1B). No entanto, os fragmentos de ~14 e
~5 kDa também apresentam uma ag¢ao anticoagulante qualitativamente dife-
rente quando comparados com heparina nao fracionada e heparina de baixo
peso molecular, respectivamente. A heparina nao fracionada é mais ativa do
que o fragmento de ~14 kDa em ambos ensaios (Figura 1B e Figura 2), en-
quanto heparina de baixo peso molecular é mais ativa do que o fragmento
de ~5 kDa apenas nos ensaios de inibicdo das protease. Entdo, o fragmento
de ~5 kDa provavelmente interage de uma maneira diferente da heparina de
baixo peSo molecular para atingir seu efeito inibitorio.
b) Acéo da Galactana Sulfatada sobre Trombose Arterial e Venosa

A galactana sulfatada intacta previne trombose em baixas con-
centragdes no modelo venoso (Figura 3A); é inativa no shunt arteriovenoso
(Figura 3C) e possui baixa atividade no modelo arterial (Figura 3D). Os efei-
tos antitrombdéticos da galactana sulfatada nativa e heparina néo fracionada
no modelo venoso estdo provavelmente associados com suas agbes antico-
agulantes, uma vez que trombose venosa é normalmente associada com
ativagao da coagulagao sanguinea e a agdo anticoagulante é preponderante
neste modelo. A galactana sulfatada nativa nao inibe agregacgao plaquetaria,
uma etapa critica da trombose arterial desenvolvida por lesao endotelial, e
na trombose arteriovenosa desenvolvida por contato com uma superficie
irregular. No entanto, é dificil comparar modelos de trombose nas Figuras
3A, C e D uma vez que a heparina nao fracionada e a galactana sulfatada
tém pesos moleculares muito diferentes. A estratégia foi testar os derivados
de baixo peso molecular obtidos da galactana sulfatada nativa, préximds da
heparina ndo fracionada e heparina de baixo peso molecular. Com uma re-
dugéo no peso molecular, doses maiores foram requeridas para inibir trom-
bose arterial (Figura 3D). Surpreendentemente, com o fragmento de ~5 KDa,
o efeito duplo no modelo de trombose venosa visto com a galactana sulfata-
da intacta foi perdido (Figura 3B). A dissociagdo das agdes anticoagulante e
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antitrombotica foi observada nos experimentos com o fragmento de ~5 kDa,
que exibe um efeito antitrombotico maximo em doses similares as da galac-
tana sulfatada nativa, retendo esta acao em doses altas.
c¢) A Galactana Sulfatada Ativa Fator Xl

Nos experimentos seguintes, a atencao foi concentrada na ati-
vagao do fator Xll, uma vez que o fator XIl € um componente do sistema de
coagulagao que é ativado por contato com superficies negativas como sulfa-

~ to de dextrana. Claramente, a galactana sulfatada nativa ativa o fator XII,

mas a redugdo de tamanho diminui este efeito indesejado (Figura 4). E im-
portante notar que o fragmento de ~5 kDa nao foi_ capaz de ativar o fator Xl
mesmo em doses altas. No entanto, nem o 'en_saio da Figura 4 nem o ensaio .
de aPTT (Figura 1B) sdo completamente adequados para avaliagdo da agao
da galactana sulfatada no sistema de coagulagéo. Em ensaios aPTT, altas
concentragdes de fosfolipideos estdo presentes e podem obstruir a agao de
galactana sulfatada na ativagédo do fator Xll. Como uma alternativa, foi utili-
zado um ensaio de tempo de recalcificagao, sem adicao de fosfolipideos (Fi-
gura 5A). Claramente, a heparina nao fracionada tem uma agao anticoagu-
lante potente, enquanto a galactana sulfatada tem um efeito duplo (até ~8
pg/ml, um efeito anticoagulante, indicado por T+/To > 1; acima de 8 pg/mi,
um efeito pré-coagulante, T1/To < 1). O fragmento de ~14kDa tem um efeito
similar ao polissacarideo nativo, ‘mas em uma concentragao diferente. Esses
resultados estdo de acordo com a proposta de que a galactana sulfatada
nativa tem um efeito duplo sobre a coagulagao, inibindo as proteases da co-
agulagao em doses baixas e em doses altas predomina o efeito sobre a ati-
vagao do fator XIl predomina.

O experimento da Figura 5A ndo mostra uma relagéo direta en-
tre- o efeito sobre o fator XIl in vitro e o efeito da galactana sulfatada sobre
trombose venosa in vivo (Figura 3A). Para associar esses dois efeitos, a ga-
lactana sulfatada foi injetada intravenosamente, como em ensaios de trom-
bose venosa. O sangue foi coletado e o tempo de recalcificagio foi testado
ex vivo (Figura 5B). O efeito duplo da galactana sulfatada foi claro, em con-.
traste com aquele observado para he‘parina nao fracionada. A galactana_sul--
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fatada exibiu um efeito anticoagulante nas mesmas concentragdes observa-
das nos ensaio de trombose venosa, enquanto seu efeito pré-coagulante
aconteceu em concentragdes onde o efeito antitrombético esta ausente.
d) Tempo de Sangramento |

Na Figura 6, foi medido o efeito dos polissacarideos sulfatados
sobre o tempo de sangramento. Neste modelo, a heparina nao fracionada
aumenta o tempo de sangramento significativamente, enquanto que a hepa-
rina de baixo peso molecular, a galactana sulfatada nativa e o fragmento de
~5 kDa néao tiveram nenhum efeito. Em particular, a galactana sulfatada da
presente invengao (fragmento de ~5 kDa) apresentou resultados mais satis-
fatorios em relagdo a heparina de baixo peso molecular. Os dados também
indicam que o mecanismo anticoagulante e a a¢ao antitrombética do efeito

hemorragico da galactana sulfatada da presente invengao estao dissociados.



10

15

20

25

| REIVINDICACOES

1. Galactana sulfatada com atividade antitrombética, caracteri-
zada pelo fato de que apresenta baixo peso molecular e compreende a es-
trutura de repeti¢éo (-4-a-D-Galp-1—3-B-D-Galp-1—), sendo que as unida-
des a totais compreendem residuos de a-D-galactopiranose 2,3-di-O-
sulfatada e residuos de a-D-galactopiranose 2-O-sulfatada.

2. Galactana sulfatada de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizada pelo fato de que o peso molecular esta na faixa de 2 a 10 kDa.

3. Galactana sulfatada de acordo com a reivindicagao 2, caracte-
rizada pelo fato de que o peso molecular é de 5 kDa.

4. Galactana sulfatada de acordo com qualquer uma das reivin-

dicagbes 1 a 3, caracterizada pelo fato de ser obtida a partir de alga verme-

Iha.

5. Galactana sulfatada de acordo com a reivindicagao 4, caracte-
rizada peld fato de que a alga vermelha é do género Botryocladia.

6. Galactana sulfatada de acordo com a reivindicagao 5, caracte-
rizada pelo fato de que a alga vermelha é Botryocladia occidentalis.

7. Galactana sulfatada de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagOes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que as unidades a totais compre-
endem pelo menos um terco de residuos de a-D-galactopiranose 2,3-di-O-
sulfatada e pelo menos um ter¢o de residuos de a-D-galactopiranose 2-O-
sulfatada. -

8. Galactana sulfatada de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbes 1 a 7, caracterizada pelo fato de QUe a estrutura de repeticao apre-

senta a formula:
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em que
R1, R2 e R3 =H ou SOx3’;

R1 como SO3 > 66%; e

R2 como SO3" > 33%.

9. Galactana sulfatada de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbes 1 a 8, caracterizada pelo fato de ser utilizada no tratamento de
trombose arterial ou venosa em um ser humano ou animal. ,

10. Galactana sulfatada de acordo com a reivindicagédo 9, carac-
terizada pelo fato de ser administrada por via intravenosa ou subcutanea ao
ser humano ou animal. .

11. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende a galactana sulfatada como definida em-qualquer uma das rei-
vindicagbes 1 a 10 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

12. Composi¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 11,
caracterizada pelo fato de ser utilizada no' tratamento ou profilaxia de trom-
bose arterial ou venosa em um ser humano ou animal.

13. Composig¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 12,
caracterizada pelo fato de ser administrada por via intravenosa ou subcuta-
nea ao ser humano ou animal.

14. Uso de uma galactana sulfatada como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de ser no tratamento
ou profilaxia de trombose arterial ou venosa em um ser humano ou animal. 7

15. Uso de acordo com a reivindicag@o 14, caracterizado pelo
fato de que a galactana sulfatada é administrada por via intravenosa ou sub-
cutdnea ao ser humano ou animal.

16. Uso de uma galactana sulfatada como definida em qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de ser na preparagéo
de uma composi¢ao farmacéutica como definida em qualquer uma das rei-
vindicagdes 11 a 13.

17. Uso de uma galactana sulfatada como definida em qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 10, caracterizada pelo fato de ser como um
substituto de heparina no tratamento ou profilaxia de trombose arterial ou
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venosa em um ser humano ou animal.

18. Método para tratamento ou profilaxia de trombose venosa
em um ser humano ou animal, caracterizado pelo fato de que compreende
administrar 0,05 a 5 mg/kg de peso corporal da galactana sulfatada como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10 ao dito ser humano ou
animal. .

19. Método de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pe-
lo fato de que compreende administrar 0,25 mg/kg de peso corporal da ga-
lactana sulfatada como definida em qualquer uma das reivindicagbées 1 a 10
ao dito ser humano ou animal. | _

20. Método para tratamento ou profilaxia de trombose arterial em
um ser humano ou animal, cafacterizado pelo fato de que compreende ad-
ministrar 2 a 10 mg/kg de peso corporal da galadtana sulfatada como defini-
da em qualquer uma das reivindica¢gdes 1 a 10 ao dito ser humano ou ani-
mal.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pe-
lo fato de que compreende édministrar 5 mg/kg de peso corporal da galacta-
na sulfatada como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 10 ao
dito ser humano ou animal.

22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 18
a 21, caracterizado pelo fato de' que a administragdo é feita por via intrave-
nosa ou subcutanea ao dito ser humano ou animal.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "GALACTANA SULFATADA COM ATIVIDADE AN-
TITROMBOTICA, COMPOSICAO FARMACEUTICA, SEUS USOS E ME-
TODO PARA TRATAMENTO OU PROFILAXIA DE TROMBOSE ARTERI-
AL OU VENOSA".

A presente invengao refere-se a galactanas sulfatadas de baixo
peso molecular, preferivelmente obtidas de alga vermelha, que nao apresen-
tam efeito sobre a ativagcédo do fator Xil da cascata de coagulagao, apresen-
tando, porém, atividade heparindide antitrombdtica. As galactanas sulfatadas
da presente inven¢do podem ser obtidas a partir de algas vermelhas, parti-
cularmente as algas do género Botryocladia, em especial as algas Botryo-
cladia occidentalis. '

A presente invengdo também se refere a uma composicao far-
macéutica que compreende tais galactanas sulfatadas e ao uso das mesmas
no tratamento ou profilaxia de trombose arferial ou venosa em um ser huma-
no ou animal, podendo ser administradas por via intravenosa ou subcutanea.

Outro aspecto da presente invencdo se refere ao uso. de uma
galactana sulfatada como SUbStiﬁJtO de heparina no tratamento ou profilaxia
de trombose arterial ou venosa em ser humano. ou animal, bem como ao
método para tratamento ou profilaxia de trombose arterial ou venosa utili-

zando tais galactanas sulfatadas.

—f
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