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consistindo de ortomixovirus, paramixovirus, adenovirus e coronavirus. A presente invencao ainda fornece o uso do fucoidan, em
particular fucoidan de alto peso molecular, para a producao de uma composigao farmacéutica antiviral para a profilaxia ou
tratamento de uma doenga ou condigao patolégica causada por ou associada a uma infecgdo por um virus respiratério
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“USO DE IOTA-CARRAGENINA EM UMA QUANTIDADE ANTIVIRAL
EFICAZ”

CAMPO TECNICO

A presente invengdo se relaciona a polissacarideos sulfatados
selecionados de um grupo de carrageninas e fucoidans e composigdes
farmacéuticas feitas destes, onde os ditos polissacarideos sulfatados estdo
presentes como ingredientes antivirais ativos, parauso médico ou veterinario
na preven¢do ou tratamento de doengas causadas por ou associadas com um
virus entrando no corpo de um individuo via trato respiratério, sendo o virus
selecionado de um grupo de ortomixovirus, paramixovirus, adenovirus e
coronovirus.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os ortomixovirus sdo virus de RNA, sendo os membros mais
proeminentes as espécies de virus da influenza. Os virus A e B da influenza
sdo os dois tipos de virus da influenza que causam doengas humanas
epidémicas. Eles sdo tipicamente espalhados de pessoa a pessoa,
principalmente através de transmissdo respiratoria por goticulas.

A familia paramixovirus inclui virus respiratorio sincicial
(RSV), o virus da parainfluenza e o metapneumavirus. As infecgdes do RSV e
virus da parainfluenza podem causar sérias infec¢des respiratdrias em
menores € criangas jovens mas podem também causar doengas severas em
pessoas idosas e adultos tendo deficiéncia no sistema imunologico.

Entre as espécies de virus de parainfluenza humana quatro
membros sdo conhecidos por causar sérias doengas reapiratdrias em criangas
para as quais presentemente ndo ha prevengdo ou terapia efetivas disponivelis,
os quatro membros sendo os virus da parainfluenza do 1 ao 4. Acredita-se que
os surtos de virus da parainfluenza e RSV contribuem substancialmente para a
hospitalizagdo e taxas de mortalidade aumentadas. Pacientes com deficiéncia

nos sistemas imunoldgico, cardiaco ou pulmonares estdo em risco maior de se
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depararem com sérias complicagdes que se seguem pela infec¢do por
paramixovirus e irdo portanto se beneficiar de uma terapia antiviral.

O virus respiratorio sincicial (RSV), o qual é o patogénico
respiratério mais difundido tipicamente afligindo individuos durante a
juventude e infincia mundialmente, causa surtos anuais de pneumonia e
bronquiolite durante o periodo de inverno e comego da primavera. A
bronquiolite e pneumonia do RSV requerem a hospitalizagdo de centenas de
milhares de jovens todo ano. Protegdo passiva contra o RSV esta disponivel
ao menos em parte em uma taxa relatada de 55 % de sucesso perante a inje¢do
intramuscular mensal do anticorpo anti-RSV monoclonal humanizado
palivizumabe (Synagis®).

A familia dos coronavirus inclui o coronavirus e o torovirus.
Os coronavirus sdo conhecidos por infectarem o trato respiratorio superior e o
trato gastrointestinal em mamiferos e aves. Acredita-se que os coronavirus
causam um alto percentual de todos os resfriados comuns em adultos
humanos.

Os adenovirus sdo virus de DNA os quais tipicamente
infectam o trato respiratério superior. No presente, mais de 50 diferentes
serotipos de adenovirus humanos séo conhecidos, agrupados em seis subtipos
de A a F, os quais sdo responsaveis por 5 — 10 % de infec¢do respiratéria
superior em criangas.

Em vista do supracitado acredita-se que exista uma forte
necessidade de uma potente composi¢do farmacéutica antiviral que seja
facilmente aplicavel e efetiva na prevengdo ou tratamento de infecgdes
respiratérias virais causadas por membros das familias dos paramixovirus,
ortomixovirus, coronavirus e/ou adenovirus.

Polissacarideos sulfatados incluindo carrageninas e fucoidan
sdo conhecidos por sua eficacia antiviral por décadas. Conseqiientemente, a

arte anterior esta repleta de artigos cientificos sobre os efeitos antivirais de
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carrageninas. Em uma revisdo das mais interessantes, Gonzalez M.E. et al.
(1987, Antimicrob. Agents Chemother. 31, 1388-1393) relatam uma eficédcia
antiviral de diferentes polissacarideos sulfatados incluindo a iota-carragenina
contra varios virus animais. A iota-carragenina demonstrou atividade antiviral
contra os virus envelopados HSV-1, HSV-2, o virus Semliki Forest (SFV), o
virus vaccinia e o virus da gripe suina africana (ASF) e contra o virus da
encefalomiocardite (EMC) ndo-envelopado. A iota-carragenina ndo teve
efeito nos virus envelopados da estomatite vesicular (VSV) e sarampo e nos
virus ndo-envelopados da polio tipo 1 e adenovirus tipo 5.

A US Patent 4,783,446 revela uma atividade antiviral das iota,
capa e lambda-carrageninas contra infec¢@o retroviral, em particular contra a
infecgdo pelo virus da leucemia de células T humanas (HTLV) III.

A WO 88/06396 revela um método para o tratamento de
infec¢Bes retrovirais, incluindo a infec¢do com HIV, pela administragdo de
uma carragenina ou uma mistura de carrageninas.

Girond et al. (1991, Research Virol. 142, 261-270) revelam
que policssacarideos sulfatados como a iota, capa, e lambda-carrageninas t€ém
uma atividade inibitiva efetiva contra a replicagdo do virus da hepatite A
(HAV).

Baba M. et al. (1988, Antimicrob. Agents Chemother. 32,
1742-1745) revelam varios polissacarideos sulfatados incluindo sulfato de
dextrano, polissulfato de pentosano, fucoidan e carragenina como sendo
potentes inibidores do HSV-1, HSV-2, citomegalovirus humano (CMV), virus
da estomatite vesicular, virus Sindbis e HIV-1. Por outro lado, estes
polissacarideos sulfatados foram testados e sdo inativos contra o
coxsackievirus, poliovirus e virus da parainfluenza.

A EP 0293826 revela a aplicagdo terapéutica e profilatica de
polissacarideos sulfatados tais quais o fucoidan e as carrageninas para inibir o

HIV-1 in vitro.
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A Patente US 5.658.893 revela um método para inibi¢do da
infec¢do de células humanas por rotavirus pelo contato do rotavirus com a
lambda-carragenina. E ainda revelado que a iota e a capa-carragenina nio
exibem atividade anti-rotaviral.

A US 2003/181415 A revela que polissacariseos sulfatados,
incluindo sulfato de celulose, sdo conhecidos como efetivos contra variosvirus
envelopados e em particular contra o virus da herpes simplex (HSV), virus de
Papilloma e o HIV.

O fucoidan ¢ um polissacarideo sulfatado principalmente
extraido de varias espécies de algas marrons. Ha dois tipos de fucoidan de
grau farmacolégico disponiveis no mercado, uma fragdo de fucoidan de alto
peso molecular (HMWF) tendo um peso molecular médio alcangando de por
volta 1.000.000 a 2.000.000 Da (por exemplo Kraeber, Alemanha) e uma
fragdo de fucoidan de baixo peso molecular (LMWF) tendo um peso
molecular médio de 8.200 Da. O F-fucoidan € principalmente composto de de
ésteres sulfatados de fucose, enquanto que o U-fucoidan é composto de por
volta de 20 % de 4cido glucurénico.

Carragenina € um termo genérico para polissacarideos lineares
sulfatados baseados em galactose extraidos de algas (rhodophyceae). E
principalmente usada como um espessante, gelificante, estabilizador ou
emulsificante em produtos farmacéuticos ou alimenticios. Existem mais de 10
carrageninas estruturalmente diferentes, sua natureza dependendo no género
da alga da qual elas foram extraidas. Os trés principais tipos sdo a iota, a capa
e a lambda-carragenina, que diferem ligeiramente em suas estruturas e grau de
sulfatagdo. A iota-carragenina é um galactano sulfatado formador de gel leve
predominantemente extraido das algas vermelhas Gigartina stellate e
Chondrus crispus. A capa-carragenina gera géis fortes e rigidos e ¢é
predominantemente produzida da Capaphycus cottonii. A lambda-

carragenina, que é a forma mais comum, € freqlientemente usada para
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engrossar laticinios.

Apesar do longo conhecimento da atividade antiviral das
carrageninas contra virus tais quais, por exemplo HIV, HSV, HAV, HTLV,
ou HPV, o mecanismo de como as carrageninas exibem atividade antiviral
ainda precisa de mais esclarecimento.

Por exemplo, Baba M. et al. (1988, Antimicrob. Agents
Chemother. 32, 1742-1745) especulam que polissacarideos sulfatados
incluindo a capa e a lambda-carragenina inibem ou ao menos contribuem para
a inibig¢do da adsorg¢do do virus de diversos virus envelopados a superficie das
células hospedeiras. Similarmente, a US 2005/0261240 assume que a
carragenina pode ndo especificamente se ligar a um virus assim bloqueando
os sitios receptores dos virus. Damonte E. B. et al. (2004, Curr. Med. Chem.
11, 2399-2419) revelam que polissacarideos sulfatados podem imitar o sulfato
de heparina celular e entdo bloquear os sitios receptores virais responsaveis
pela interagdo inicial entre o virus e célula hospedeira, onde Gonzalez M. E.
et al. (1987, Antimicrob. Agents Chemother. 31, 1388-1393) descobriram,
usando particulas de virion rotuladas, que virions de HSV-1 sdo
internalizados mesmo na presenca de altas concentragdes de 1ota-carragenina.
Eles sugerem que ao menos para HSV-1 a carragenina inibe um passo na
replicagdo do virus subseqiiente a anexacdo e entrada na célula mas ainda
anterior a sintese de proteinas virais posteriores.

Turner E. V. Sonnenfeld G. (1979, Infection and Immunity 25,
467-469) revelam uma atividade antiviral da lambda mas ndo capa-
carragenina contra o virus da estomatite vesicular bovina que atividade
antiviral é devido a imunomodulagio, i.e. a indugéo de interferon.

Em conclusdo, pode-se se resumir tomando as palavras da US
5,658,893, que “em vista das diferentes respostas por diferentes virus a
polissacarideos sulfatados, é claro que a resposta de um virus particular a

carragenina ndo pode ser prevista com certeza sem experimentagdo. O
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mecanismo pelo qual polissacarideos sulfatados, particularmente as
carrageninas, inibem a replicagéo e infectividade virais pode ndo ser uniforme
como diferentes investigadores relataram descobertas contraditorias quando
trabalhando com diferentes tipos de virus e células. Ndo seria 6bvio a um
perito que uma substancia tal qual um polissacarideo sulfatado que seja um
inibidor efetivo de um virus demonstrasse similar eficacia contra outro virus.”

A luz do que precede, a presente invengio agora fornece uma
composi¢do antiviral baseada em carragenina e/ou fucoidan adequada ao
tratamento profilatico ou terapéutico de infecgdes respiratdrias virais causadas
por membros das familias paramixovirus, ortomixovirus, adenovirus e/ou
coronavirus. Contrario a revelagdo de Fujisawa H. et al. (1987, J. gen. Virol.
68, 425-423), quem relata que a admnistragdo intranasal de carragenina nio
reduziu a dose do virus da influenza A em ratos mas ao contrario ainda
aumentou a suscetibilidade dos animais ao virus dependendo da quantidade de
virus usada para a infecgdo, foi agora surpreendentemente descoberto que a
carragenina, em particular iota e capa-carragenina, tem de fato eficacia
antiviral contra varios membros de ortomixovirus, paramixovirus, adenovirus
e coronavirus.

Adicionalmente, foi surpreendentemente descoberto que o
fucoidan, particularmente a fracdo do fucoidan de alto peso molecular
(HWMF), tem eficacia antiviral contra varios membros dos ortomixovirus e
paramixovirus.

Conseqiientemente, a presente invengdo visa fornecer uma
composi¢do farmacéutica antiviral adequada para a prevengdo ou tratamento
de infecgbes do trato respiratorio causadas por um virus selecionado do grupo
consistindo de ortomixovirus, paramixovirus, adenovirus e coronavirus, assim
como para doengas ou condi¢des patoldgicas associadas a tais infecgdes virais
primaérias, tais doengas ou condi¢des contendo infec¢des virais ou bacterianas

secunddrias assim como sintomas corporais tipicamente associados com
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qualquer infec¢do primaria ou secundadria incluindo sintomas tais quais febre,
dor, tontura, tremores, sudorese, e/ou desidratagéo.

DESCRICAO DA INVENCAO

Em uma primeira modalidade a presente invengio se relaciona
ao uso da carragenina como um ingrediente antiviral ativo na manufatura de
uma composi¢do farmacéutica para a profilaxia ou tratamento de uma doenca
ou condig@o patoldgica causada por ou associada com uma infec¢do por um
virus respiratorio, onde o dito virus respiratdrio inclua a0 menos uma proteina
anexada a ou integrada em sua membrana viral, a proteina capaz de se ligar a
uma célula hospedeira via receptor tendo a0 menos um grupo agucar, o virus
respiratorio sendo selecionado do grupo consistindo de ortomixovirus e
paramixovirus e a carragenina sendo selecionada do grupo consistindo de iota
e capa-carragenina.

Uma “célula hospedeira” a que aqui se refere é qualquer célula
eucariotica que seja naturalmente, i.e. sob condi¢des naturais ou como
naturais, que sdo alvo e penetradas por quaisquer virus aos quais referéncia
serd feita a seguir. Por motivos experimentais e laboratoriais é estado da arte
usar linhas de células hospedeiras que sdo tipicamente reconhecidas como
modelos in vitro adequados para testar a eficacia de agentes fisiologicamente
ativos e os quais permitem ao menos alguma predictibilidade dos resultados
com respeito a aplicagdes humanas comparaveis.

A presente inveng¢do ainda se relaciona a uma composi¢do
farmacéutica contendo a iota e/ou a capa-carragenina como um ingrediente
antiviral ativo e a aplicagdes destes na prevengdo ou tratamento de doengas
causadas por ou associadas a um virus entrando no corpo de um individuo via
trato respiratorio, onde o dito virus inclua ao menos uma proteina anexada a
ou integrada em sua membrana viral, a proteina capaz de se ligar a uma célula
hospedeira via receptor tendo a0 menos um grupo agucar, € o virus sendo

selecionado do grupo consistindo de ortomixovirus e paramixovirus.
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O termo “ingrediente antiviral ativo” como utilizado aqui se
refere a um composto que seja diretamente ou indiretamente efetivo em
especificamente interferir com a0 menos uma agéao viral selecionada do grupo
consistindo de penetragdo do virus em células eucarioticas, replicagdo de
virus em células eucaridticas, agrupamento de virus, liberagdo de virus de
células eucaridticas infectadas, ou que seja efetivo em ndo especificamente
inibir um aumento de dose de virus ou em ndo especificamente reduzir o nivel
de dose de um virus em um sistema hospedeiro eucaridtico ou mamifero. Ele
também se refere a um composto que previne de ou reduz a probabilidade de
se pegar uma infecgdo viral.

A presente composigdo farmacéutica pode ser administrada,
como for o caso, antes ou depois do aparecimento de uma infecgdo viral, i.e.
por motivos de tratamento profilatico ou terapéutico, ou por ambas
administragdes profilatica e terapéutica.

O termo “profilaxia” ou “tratamento profilatico” se relacionam
a administra¢do da presente composi¢do farmacéutica a um individuo
saudavel a fim de reduzir a dita suscetibilidade de um individuo a uma
infecgdo viral.

O termo “terapia” ou “tratamento terapéutico como usado aqui
se relaciona a administragdo da presente composi¢do farmacéutica a fim de
alcangar uma reducdo na severidade e/ou freqii€ncia dos sintomas, eliminagdo
dos sintomas e/ou da causa subjacente, prevencdo da ocorréncia dos sintomas
e/ou sua causa subjacente, e/ou melhoria ou remediagdo do dano diretamente
por ou indiretamente associado, por exemplo através de infec¢do secundaria,
com a infecgdo viral.

Sabe-se que os ortomixo e paramixovirus e diversos outros
virus se anexam a célula hospedeira via ligacdo dos receptores presentes na
superficie da célula hospedeira, os receptores tipicamente sendo

glicoproteinas ou glicolipidios contendo residuos de agucar incluindo acido
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sidlico (4cido N-actil neurdmico) e residuos de sulfato de heparano.

No caso de ortomixovirus, por exemplo o virus da influenza,
os virions se ligam a residuos de acido sialico. Os virus da influenza humana
preferencialmente se ligam a residuos de acido sialico tendo uma ligagéo alfa
2-6, onde o virus da influenza aviaria preferencialmente se liga a residuos de
acido sialico tendo ligagdo alfa 2-3.

A captagdo celular de um paramixovirus envolve ao menos
duas de suas glicoproteinas integrais de membrana. Uma delas, tipicamente
selecionada de um grupo de glicoproteinas HN, H e G, esta envolvida em
adesdo celular e a outra glicoproteina, i.e. glicoproteina F, estd envolvida na
mediag¢do da fusdo pH-independente do envelope viral com a membrana da
célula hospedeira. Por exemplo, respirovirus e rubulavirus se ligam aos
residuos de 4cido sialico de receptores glicoproteina ou glicolipidio da célula
hospedeira.

A adesdo do RSV ndo € totalmente compreendida mas a
adesdo a célula hospedeira mais provavelmente envolve intera¢do com o
sulfato de heparano, um glucosaminoglicano que € parte da matriz
extracelular.

Juntamente a revelar a presente invengdo foi observado in vitro
que a exposi¢do de células hospedeiras a carragenina, em particular iota e/ou
capa-carragenina, pode alterar a estrutura da superficie da célula de uma dita
célula hospedeira, presumidamente por causar mudangas conformacionais na
estrutura tridimensional de certos receptores de superficie de célula ou por
mascarar e/ou modificar os ditos receptores.

Surpreendentemente, esta mudanga na superficie da célula
hospedeira preveniu a adesdo de ortomixo e paramixovirus as células
hospedeiras mesmo apos a remogdo da carragenina das células hospedeiras,
i.e. na auséncia de carragenina no momento do desencadeamento artificial de

uma infec¢do pela inoculagdo in vitro.
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Este efeito antiviral particular da carragenina foi observado
enquanto a infec¢do desencadeada artificialmente foi iniciada com até por
volta de duas horas apés a remogdo do polimero das células hospedeiras,
indicando um efeito relativamente de longa duragdo das mudangas estruturais
na superficie celular causadas pela interagdo com a carragenina.

Em contraste com os paramixo e ortomixovirus, um efeito
protetor na auséncia da carragenina no momento de desencadear a infec¢do
ndo foi observado para outros virus incluindo rhinovirus e coronavirus,
enquanto a protegdo foi apenas alcangada na presen¢a da carragenina.

Portanto e em vista da eficacia antiviral comprovada
experimentalmente da carragenina contra a infec¢do do rhinovirus, esta
concluido que com o rhinovirus e provavelmente outros virus também, o
efeito antiviral pode se dever a adesdo do polimero da carragenina aos virions
em vez de interagdo quimica ou fisica do polimero com os receptores da
célula hospedeira.

Como mencionado aqui antes que as composi¢des de
carragenina da presente invengdo possam ser aplicadas com sucesso contra a
infecgdo por ortomixovirus, incluindo infecgdes causadas pelos virus da
influenza A ou B, e especialmente onde os ditos virus da influenza A ou B
sejam virus humanos que se liguem a uma célula hospedeira via ligagdo 2-6
ao acido sidlico. As infecgdes pelo virus da influenza humana sdo melhor
tratadas usando-se predominantemente ou somente a iota-carragenina ou
fucoidan como os ingredientes antivirais ativos.

A carragenina pode, contudo, também ser aplicada com
sucesso contra infec¢des onde o dito virus da influenza A for um virus aviario
que se ligue a uma célula hospedeira via ligagdo 2-3 de acido sidlico. Neste
ultimo caso, a capa-carragenina mostrou-se a mais eficaz carragenina, o uso
do qual € portanto de preferéncia em conexdo com a profilaxia ou tratamento

terapéutico do virus aviario. Ao passo que descobriu-se que a iota-carragenins
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e o fucoidan sdo bem menos ativos ou mesmo inativos perante o virus da
influenza A aviaria.

As espécies paramixovirus de que se sabe serem suscetiveis ao
tratamento com carragenina sio selecionadas do grupo consistindo do virus da
parainfluenza humana (HPV) tipo 1, HPV tipo 2, HPV tipo 3, HPV tipo 4 e
RSV. Onde o paramixovirus selecionado for o RSV € de preferéncia que a
iota-carragenina ou fucoidan sejam aplicados como o ingrediente
polissacarideo sulfatado predominante ou sozinho para administragéo
profilatica ou terapéutica, porque a iota-carragenina e o fucoidan produziram
os melhores resultados nos arranjos experimentais.gotas liquidas

As condigdes patologicas ou doengas a que se refere aqui em
conexdo com a administragdo profildtica ou terapéutica da carragenina
contemplam bronquite aguda, bronquite cronica, rinite, sinusite,
laringotraquiobronquite, bronquiolite aguda, faringite, amigdalite, laringite,
traqueite, asma e pneumonia.

A carragenina é especialmente adequada para aplicagdo topica
para tratar inflamac¢des da pele ou mucosas. A carragenina utilizavel para
aplicagdo topica a pele ou mucosas de acordo com a presente invengdo tem
um peso molecular indo de por volta de 15.000 a 5.000.000 Da, as fra¢des
tendo pesos moleculares médios de mais de 50.000 Da, e especialmente
fragGes tendo pesos moleculares médios na faixa de 50.000 a 3.000.000 Da
sdo particularmente de preferéncia.

A administragdo sistémica, por exemplo parenteral ou oral é
possivel, também, especialmente usando polimeros de peso molecular mais
baixo tendo peso molecular médio na faixa de 15.000 a 100.000 Da.

A composi¢cdo farmacéutica de acordo com a presente
invengdo ajustada para uso parenteral pode ser provida como uma preparagio
selecionada do grupo de logGes para a pele, cremes, pomadas, géis, pds

incluindo pds para inalagdo, sprays, espumas, gotas liquidas ou solugdes de
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gargarejo. As preparagdes de carragenina podem, contudo também ser
ajustadas para administragdo oral, por exemplo como solug¢des liquidas, ou
preparagdes semi-solidas ou solidas tais quais pds secos, tabletes, capsulas,
drageas ou qualquer outra forma galénica oralmente ingerivel. As
composi¢des farmacéuticas para aplicagdo as mucosas incluem sprays ou
gotas de nariz e qualquer outro sistema de distribuicdo de drogas nasal
conhecido na arte como revelado, por exemplo, na US 6.391.452.

Onde a composi¢do for para uso topico e for liquida ou semi-
solida ela tipicamente contém em sua forma pronta para uso carragenina em
uma quantidade de entre 0,01 e 10 %, preferencialmente entre 0,01 e 5 %,
mais preferivelmente entre 0,1 e 2 % em peso, relativo ao volume total da
composi¢do. Onde a composi¢do for solida ela tipicamente contém em sua
forma pronta para uso carragenina em uma quantidade de 0,01 a 10 %,
preferencialmente entre 0,01 e 5 %, mais preferencialmente entre 0,1 e 2 %
em peso relativo ao peso total da composigao.

As carrageninas utilizdveis na presente invengdo estdo
comercialmente disponiveis mas podem também ser preparadas pela extragédo
de algas conforme procedimentos de extragdo conhecidos da arte.

Se ndo indicado de outra maneira o termo ‘“carragenina” como
usado aqui se refere a tanto iota, ou capa-carragenina ou uma mistura de
ambas.

A carragenina da presente inveng¢do pode ainda ser um
homopolimero ou um heteropolimero. Um homopolimero de carragenina é
constituido de subunidades de apenas um tipo de tanto iota, ou capa-
carragenina, ao passo que um heteropolimero de carragenina contém
subunidades de ambas ditas carrageninas.

Uma “mistura” de carrageninas pode assim também se referir a
uma composi¢do de matéria contendo uma mistura de diferentes subunidades

de carragenina como parte de a0 menos uma carragenina heteropolimérica
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presente na dita composigao.

Tipicamente, as composi¢des farmacéuticas antivirais de
acordo com a presente invenc¢do sdo substancialmente livres de carrageninas
que ndo sejam iota ou capa-carragenina, i.e. incluam tanto iota ou capa-
carragenina, ou uma mistura de ambas, em uma quantidade de 80 % ou mais,
preferencialmente de 90 % ou mais, e especialmente de até 99 % (w/w) ou
mais, relativo ao peso seco de todas as carrageninas presentes na composi¢ao.

Para algumas aplicagdes a composi¢do € substancialmente
constituida somente de iota-carragenina, enquanto que para outras aplicagdes
a composi¢do pode conter mais de 50 %, preferencialmente mais de 70 %, e
especialmente até mais de 95 % (w/w) em peso seco de iota-carragenina,
relativo ao peso seco total de todas as carrageninas presentes na composigao.

Ainda para outras aplica¢des pode ser util que a composi¢do
inclua mais de 50 %, preferencialmente mais de 70 %, e especialmente até
mais de 95 % (w/w) em peso seco de capa-carragenina, relativo ao peso seco
total de todas as carrageninas presentes na composigao.

Onde a composi¢do contiver a0 menos uma carragenina
heteropolimérica os valores numéricos dados acima se relacionam aos
percentuais das respectivas subunidades de carragenina.

As composi¢des antivirais de carragenina de acordo com
presente invengdo podem ainda conter ao menos um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e/ou aditivo adequado e permitido para aplicagdo
médica.

O veiculo pode ser um diluente, por exemplo agua, soro
fisioldgico, opcionalmente soro fisiolégico tamponado com fosfato (PBS), um
excipiente, ou outro veiculo o qual facilite a administragdo da composigao.
Onde a composigdo for solida, semi-sélida ou fluida os grupos de veiculos e
aditivos, respectivamente, podem conter mas ndo estdo limitados a SiO,,

TiO,, um aglutinante tal qual celulose microcristalina, polivinilpirrolidona,
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goma tragacanto, gelatina, amido, lactose, mono-hidrato de lactose, acido
alginico ou amido de milho; um lubrificante ou surfactante como estearato de
magnésio ou lauril sulfato de sédio; um deslizante como por exemplo diéxido
de silicio coloidal; um agente adogante tal qual a sucrose ou sacarina.

Ainda mais aditivos podem ser selecionados do grupo
consistindo de preservativos fisiologicamente aceitaveis, sais de metais
alcalinos aceitaveis farmaceuticamente como cloretos de sodio, potassio, litio,
ou amonio, tampdes ou agentes ajustadores de pH tais quais acido citrico,
acido acético, acido fumarico, acido cloridrico, acido malico, acido nitrico,
acido fosforico, acido propidnico, acido sulfurico e 4cido tartarico, e
combinacgdes dos ditos acidos.

Para muitas aplicagdes € util que a composigdo inclua cloreto
de sédio como um aditivo.

Tipicamente, um sal farmaceuticamente aceitavel esta presente
na composi¢do em uma quantidade de ndo mais que 1 %, preferencialmente
ndo mais que 0,6 % (w/v).

Nas composi¢des da presente invengdo a carragenina
propriamente dita pode estar presente como um sal, também,
preferencialmente como um sal de sédio.

E de preferéncia que as presentes composi¢des para aplicagdes
médicas profilaticas ou terapéuticas sejam fornecidas como preparagdes
estéril, livre de germes, livres de patogénicos, livres de pirogénio e/ou livres
de alérgenos.

Verificou-se que a carragenina € ndo tdxica na administragédo
oral ou dermatoldgica, ou na inala¢do, mesmo quando aplicada em doses
extremamente altas. Foi portanto classificada como “geralmente reconhecida
como segura” (GRAS) pela Food an Drug Administration (FDA).

A carragenina, especialmente a iota-carragenina, pode também

ser usada como um agente antiviral efetivo contra infecgdes de ortomixovirus
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e paramixovirus em varios produtos medicinais juntamente com outros
compostos ativos fisiologicamente ou drogas como principais ingredientes
ativos, donde o papel da carragenina inclui seu uso como um veiculo ou como
um aditivo tal qual um emulsificante ou agente modificador de viscosidade. E
compativel com a maioria das preparagdes farmacéuticas sem causar efeitos
colaterais indesejados.

Esta portanto dentro do escopo da presente invengdo fornecer
composigdes farmacéuticas contendo carragenina como um aditivo, mais
especificamente como um antiviral, particularmente anti-paramixoviral ou
anti-ortomixoviral, adjuvante a medicamentos que sdo tipicamente aplicados
na profilaxia ou terapia de doengas infecciosas e/ou inflamatdrias, alergias
e/ou condi¢des de um sistema imunologico em deficiéncia ou suprimido. Em
particular, esta dentro do escopo da presente invengdo usar a carragenina,
preferencialmente a iota-carragenina, como um efetivo adjuvante anti-virus da
influenza em combinag¢do com medicamentos uteis na profilaxia ou terapia de
doengas infecciosas e/ou inflamatdrias, alergias alergias e/ou condigdes de um
sistema imunoldgico em deficiéncia ou suprimido.

Foi observado que a carragenina pode também ter atividade
imunomoduladora, particularmente atividade fortalecedora do sistema imune.
Ainda ndo esta claro, contudo, se esta atividade esta diretamente associada
com a interferéncia fisioldgica da substincia ou indiretamente através de sua
eficécia antiviral.

A composigdo da presente inven¢ﬁo sera usualmente
formulada em preparagdes para uso topico ou nas mucosas, preferencialmente
selecionado dentre sprays, particularmente sprays para nariz, pds, gotas,
solugdes de gargarejo, espumas, géis, cremes, pomadas, logdes, losangos, e
afins. Contudo, a composi¢do farmacéutica da presente invencdo pode
também revestir superficies solidas de itens de higiene e sanitarios tais quais,

por exemplo, artigos de higiene ou sanitarizagdo faciais que sejam
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tipicamente usados nas 4reas oral e/ou nasal incluindo mas nio limitando-se a
lengos de papel ou papéis nasais, e lengos.

Mais especificamente, a composi¢do farmacéutica pode ser
aplicada, por exemplo borrifada — bem como desinfetantes — em luvas, lengos
de papel ou papéis de higiene, incluindo lengos de papel e papéis nasais, a fim
de se exercer um efeito virucida ao menos até certo ponto, assim contribuindo
para a redugdo da auto-infeccdo repetida de um individuo pelas pontas dos
dedos contaminadas e também reduzir a distribuigdo viral entre diferentes
individuos que estdo em contato préximo, por exemplo, mdo a mio uns com
os outros.

Outros itens revestidos, impregnados ou ensopados com uma
composi¢do farmacéutica em uma base de carragenina contemplam hastes
flexiveis, mascaras anti-poeira ou mascaras faciais médicas ou sanitarias. Até
mesmo batons podem ser formulados para conter uma quantidade antiviral
efetiva de carragenina. Estes artigos de higiene e sanitariza¢gdo podem ser
usados profilaticamente ou para tratamento terapéutico contra uma infec¢do
viral e podem assistir na prevengdo ou redugéo do risco de infecgdo.

E um objetivo da presente invengdo fornecer composigdes
antivirais baseadas em carragenina para a profilaxia ou tratamento terapéutico
de individuos especialmente suscetiveis a ou em alto risco de infecgdo por
ortomixo ou paramixovirus incluindo pacientes de alto risco selecionados do
grupo consistindo de pacientes COPD, pacientes de asma, individuos
sofrendo de alergias, ou para sistemas imune, cardiaco, ou pulmonar
deficientes, e pacientes transplantados.

De acordo com a presente invengdo a carragenina pode
também ser usada como um ingrediente antiviral ativo na produgdo de uma
composi¢do farmacéutica para a profilaxia ou tratamento terapéutico de uma
doenga ou condi¢do patologica causada por ou associada a uma infecgdo por

um virus respiratorio sendo selecionado do grupo consistindo de adenovirus e
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coronavirus, o adenovirus preferencialmente sendo adenovirus do tipo B
(Ad50).

Infecgdes por adenovirus e coronavirus sdo melhor tratadas
usando-se composigdes onde a iota-carragenina seja o Uinico ou predominante
ingrediente antiviral ativo.

Ensaios experimentais ainda confirmaram que também o
fucoidan € utilmente aplicado como um ingrediente antiviral ativo na
producdo de uma composigdo farmacéutica efetiva para a profilaxia ou
tratamento de condigdes patoldgicas ou doengas causadas por ou associadas a
uma infecgd@o por virus respiratorio, o virus respiratorio selecionado do grupo
consistindo de ortomixo e paramixovirus. Neste contexto, o ortomixovirus €
tipicamente o virus da influenza A ou B, e o paramixovirus é tipicamente
RSV.

Uma composi¢do baseada em fucoidan em sua forma pronta
para uso para administragdo oral ou topica pode conter fucoidan em uma
quantidade entre 0,01 e 10 %, preferencialmente entre 0,01 ¢ 5 %, mais
preferencialmente entre 0,1 e 2 % peso por volume (W/v) ou peso por peso
(w/w) dependendo se a composi¢do for liquida ou semi-solida (percentuais
w/v) ou solida (percentuais w/w). Pode ainda conter ao menos um veiculo
e/ou aditivo farmaceuticamente aceitavel, assim como outras substancias ou
drogas fisiologicamente ativas. Por exemplo, o cloreto de sodio é
frequientemente usado como um aditivo. Em geral, os sais farmaceuticamente
aceitaveis podem estar presentes nas composi¢des de fucoidan em uma
quantidade de ndo mais que 1 %, preferencialmente ndo mais que 0,6 %.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Fig. 1 mostra a eficicia da iota-carragenina em reduzir a
formacdo de placas do virus da influenza A/Chile/1/93 HIN1 em células
MDCK em diferentes doses indo a uma concentragdo final de 0,1 a 100

pg/ml.
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Ordenada = percentual de formagdo de placa apds a infecgdo
das células MDCK com a suspensdo do virus da influenza A/Chile/1/93
HIN1 contendo diferentes concentragdes de iota-carragenina relativa a
formagdo de placa de células MDCK infectadas com a suspensio do virus da
influenza A/Chile/1/93 HIN1 sem a iota-carragenina (ajustada a 100 %);
abscissa = diferentes concentragdes finais de iota-carragenina na suspensio do
virus em pg/ml.

Fig. 2 mostra a eficicia da iota-carragenina em reduzir a
formagdo de placas do virus da influenza A/Aichi2/1/68 H3N2 em células
MDCK em diferentes doses indo a uma concentragdo final de 75 a 300 pug/ml.

Ordenada = percentual de formagdo de placa apods a infecgdo
das células MDCK com a suspensdo do virus da influenza A/Aichi2/1/68
H3N2 contendo diferentes concentra¢des de iota-carragenina relativa a
formagdo de placa de células MDCK infectadas com a suspensido do virus da
influenza A/Aichi2/1/68 H3N2 sem a iota-carragenina (ajustada a 100 %);
abscissa = diferentes concentragdes finais de iota-carragenina na suspensio do
virus em pg/ml.

Fig. 3 mostra a eficacia da iota-carragenina em reduzir a
formagdo de placas do virus da parainfluenza 3 em células Hep-2 em
diferentes doses indo a uma concentragéo final de 0,1 a 100 pg/ml.

Ordenada = percentual de formagdo de placa apds a infecgio
das células Hep-2 com a suspensdo do virus da parainfluenza 3 contendo
diferentes concentragdes de iota-carragenina relativa a formagio de placa de
células Hep-2 infectadas com a suspensdo do virus da parainfluenza 3 sem a
iota-carragenina (ajustada a 100 %); abscissa = diferentes concentragdes
finais de iota-carragenina na suspensdo do virus em pg/ml.

Fig. 4 mostra a eficicia do pré-tratamento com iota-
carragenina em reduzir a formagédo de placas do virus da parainfluenza 3 em

células HelLa em diferentes doses indo a uma concentragdo final de 13 a 400
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pg/ml.

Ordenada = percentual de formagdo de placa apods a infec¢do
das células HeLa pré-tratadas (pré-incubagdo por 3 h com iota-carragenina;
subseqliente remogéo do polimero) com a suspensdo do virus da parainfluenza
3 relativo a formagdo de placa de células HeLa ndo tratadas (sem a pré-
incubag@o com a iota-carragenina) (ajustada a 100 %); abscissa = diferentes
concentragdes finais de iota-carragenina no meio da pré-incubagdo em pg/ml.
C = células pré-incubadas com o polimero carboximetilcelulose (controle
negativo).

Fig. 5 mostra os resultados de um experimento de inibigdo de
morte celular induzida por coronavirus em células renais de gato (CK).

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apos a
infec¢do relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes
concentragdes finais de carragenina na suspensdo do virus (Fig. SA) ou no
meio de pré-incubacdo (Fig. 5B) em pg/ml; Fig. SA = células infectadas com
o coronavirus felino FIP na presenca de iota, capa ou lambda-carragenina,
subseqiientemente lavadas trés vezes com PBS e infectadas com coronavirus
felino FIP na auséncia do polimero.

Fig. 6 mostra os resultados de um experimento de inibigdo de
morte celular induzida por HRV8 em células HeL a.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apos a
infeccdo relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes
concentragdes finais de iota-carragenina na suspensio do virus (Fig. 6A) ou
no meio de pré-incubagdo (Fig. 6B) em pg/ml; Fig. 6A = células infectadas
com o rhinovirus humano tipo 8 (HRVS) na presenga de iota-carragenina; Fig.
6B = células pré-incubadas por 3 h com iota-carragenina subseqiientemente
lavadas trés vezes com PBS e infectadas com HVRS8 na auséncia da iota-
carragenina.

Fig. 7 mostra a ligagdo da iota-carragenina rotulada com FITC
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a células HeL a ap0s sucessivas lavagens com PBS.

Ordenada = pg/ml calculado de iota-carragenina (convertidos
de unidades de luz fluorescente a pg/ml usando uma curva padrio); abscissa =
passos da lavagem das células com PBS; 0 = o sobrenadante contendo iota-
carragenina rotulada com FITC foi removido das células; 1 = primeiro passo
da lavagem das células com PBS; 2 = segundo passo da lavagem das células
com PBS; 3 = terceiro passo da lavagem das células com PBS.

Fig. 8 mostra os resultados de um experimento de inibi¢do de
morte celular induzida por RSV em células Vero.

Ordenada = percentual de células ni3o infectadas apds a
infec¢do relativo a células nido infectadas controle; abscissa = diferentes
concentragdes finais de iota-carragenina na suspensdo do virus (barras
escuras) ou no meio de pré-incubagéo (barras claras) em pg/ml; barras escuras
= células infectadas com RSV na presenc¢a de iota-carragenina; barras claras =
células pré-incubadas por 3 h com iota-carragenina, subseqilientemente
lavadas trés vezes com PBS e infectadas com RSV na auséncia da iota-
carragenina.

Fig. 9 mostra os resultados de um experimento de inibigdo de
morte celular induzida por RSV em células HNep.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apés infecgdo
e 5 dias de incubagdo relativo a células ndo infectadas controle; abscissa =
pontos no tempo para adi¢do da iota-carragenina em uma concentragdo final
de 100 pg/ml ao meio de incubagéo (horas pos infecgéo).

Fig. 10 mostra os resultados de um experimento de inibigdo de
morte celular induzida por RSV em células HNep.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apds infec¢do
e 5 dias de incubagio relativo a células ndo infectadas controle; abscissa =
diferentes concentragdes finais de iota-carragenina na suspensio do virus em

pg/ml.
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Fig. 11 mostra os resultados de um experimento de inibig¢do de
morte celular induzida por RSV em células HEp-2.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apds infec¢do
e 6 dias de incubag¢do a 37°C relativo a células nio infectadas controle;
abscissa = diferentes concentragdes finais de iota, capa ou lambda-carragenina
na suspensdo do virus em pg/ml.

Fig. 12 mostra os resultados de um experimento de inibig¢do de
morte celular induzida por RSV em células HNep.

Ordenada = percentual de células nédo infectadas apos infec¢do
relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes concentragdes
finais de iota-carragenina (barras escuras) e fucoidan (barras claras) na
suspensdo do virus em pg/ml.

Fig. 13 mostra os resultados de um experimento de inibi¢do de
morte celular induzida pelo virus da parainfluenza 3 em células HNep.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apods infec¢do
relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes concentragdes
finais de 1ota, capa ou Jambda-carragenina ou fucoidan na suspensdo do virus
em pg/ml.

Fig. 14 mostra os resultados de um experimento de inibi¢do de
morte celular induzida pelo virus da influenza H3N2 (FLU) em células HNep.

Ordenada = percentual de células néo infectadas apos infecg¢do
relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes concentragdes
finais de iota, capa ou lambda-carragenina ou fucoidan na suspensio do virus
em pg/ml.

Fig. 15 mostra a eficacia da iota, capa, ou lambda-carragenina
e fucoidan em reduzir a formagdo de placas do virus da influenza A HSN1 em
células MDCK em diferentes doses indo a uma concentragdo final de 400
pg/ml a 44 pg/ml.

Ordenada = percentual de formagdo de placa apos a infecgdo
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das células MDCK com a suspensdo do virus da influenza aviaria A H5N1
contendo diferentes concentragdes de iota, capa, lambda-carragenina ou
fucoidan relativa a formagdo de placa de células MDCK infectadas com a
suspensdo do virus da influenza H5N1 sem o polimero (ajustado a 100 %);
abscissa = diferentes concentragdes finais de iota, capa, lambda-carragenina
ou fucoidan na suspensdo do virus em pg/ml.

Fig. 16 mostra os resultados de um experimento de inibi¢do de
morte celular induzida pelo adenovirus tipo 50 (Ad50) em células HNep.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apos infec¢do
relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes concentragdes
finais de iota-carragenina na suspensdo do virus em pg/ml.

Fig.17 mostra os resultados de um experimento de inibig¢do de
morte celular induzida pelo Ad50 em células HNep.

Ordenada = percentual de células ndo infectadas apds a
infecgdo relativo a células ndo infectadas controle; abscissa = diferentes
concentragdes finais de iota-carragenina na suspensdo do virus (barras
escuras) ou no meio de pré-incubagéo (barras claras) em pg/ml; barras escuras
= células infectadas com AdS0 na presenga de iota-carragenina; barras claras
= células pré-incubadas por 3 h com iota-carragenina, subseqiientemente
lavadas trés vezes com PBS e infectadas com Ad50 na auséncia da iota-
carragenina.

A fim de que a invengdo descrita aqui possa ser mais
completamente entendida, os seguintes exemplos sdo apresentados. Os
exemplos sdo para propdsitos ilustrativos apenas e ndo devem ser
interpretados como limitantes a esta inven¢@o, de nenhuma maneira. E ainda
entendido que a presente inven¢do deve também conter variagGes das
expressamente reveladas modalidades até um ponto que seria contemplado
por uma perito ordindrio.

EXEMPLOS
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Exemplo 1: Efeito de diferentes concentragdes de iota-
carragenina na formagio de placas do virus da influenza A em células MDCK

Suspensdes do virus contendo 60-80 pfu do virus da influenza
A/Chile/1/93 HINI1 foram misturadas a uma solugdo de estoque de iota-
carragenina até concentragdes finais de 0,1, 1, 10, 25, 50 ou 100 pg/ml.
Monocamadas confluentes de células renais caninas da linha MDCK em seis
placas foram infectados com as suspensdes do virus por 60 min a 34 °C. O
inoculo da infecgdo foi removido e as células foram lavadas com PBS e
sobreposi¢do de agarose contendo 0,6 % de agarose foi adicionada. As placas
foram incubadas a 36°C em uma atmosfera umidificada de 5 % de CO, em ar.
48-60 h apos a infecgdo a sobreposigdo de agarose foi removida, as células
foram coradas com corante violeta cristal e placas visiveis foram contadas. O
percentual de formagdo de placa relativo ao controle infectado (sem
tratamento com iota-carragenina) foi determinado para cada concentragdo de
lota-carragenina.

Como mostrado na Figura 1, foi descoberto que a iota-
carragenina inibe, de uma maneira dependente da dose, a formagédo de placa
do virus da influenza A/Chile/1/93 HINI1 em células MDCK. Uma redugdo de
50 % em numero de placas (IC50) foi alcangada a uma concentragdo de iota-
carragenina de 50 pg/ml.

Exemplo 2: Efeito de diferentes concentragdes de iota-
carragenina na formagéo de placas do virus da influenza A em células MDCK

Suspensdes do virus contendo 60-80 pfu do virus da influenza
A/Aichi2/68 H3N2 foram misturadas a uma solugdo de estoque de iota-
carragenina até concentra¢des finais de 75, 150 ou 300 pg/ml. Monocamadas
confluentes de células renais caninas da linha MDCK em seis placas foram
infectados com as suspensdes do virus por 60 min a 34 °C. O in6culo da
infeccéo foi removido e as células foram lavadas com PBS e sobreposigédo de

agarose contendo 0,6 % de agarose foi adicionada. As placas foram incubadas
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a 37°C em uma atmosfera umidificada de 5 % de CO, em ar. 48-60 h ap6s a
infeccdo a sobreposig¢do de agarose foi removida, as células foram coradas
com corante violeta cristal e placas visiveis foram contadas. O percentual de
formagdo de placa relativo ao controle infectado (sem tratamento com iota-
carragenina) foi determinado para cada concentragdo de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 2, foi descoberto que a iota-
carragenina inibe, de uma maneira dependente da dose, a formagdo de placa
do virus da influenza A/Aichi2/68 H3N2 em células MDCK.

Exemplo 3: Efeito de diferentes concentragdes de iota-
carragenina na formagdo de placas do virus da parainfluenza 3 em células
Hep-2

Suspensées do virus contendo 60-80 pfu do virus da
parainfluenza 3 foram misturadas a uma solugdo de estoque de iota-
carragenina até concentra¢des finais de 0,1, 1, 10, 25, 50 ou 100 pg/ml. A
mistura foi incubada por 1 h a 34 °C. Monocamadas confluentes de células
Hep-2 em seis placas foram infectados com as suspensdes do virus por 60 min
a 34 °C. O in6culo da infecgdo foi removido e as células foram lavadas com
PBS e sobreposi¢do de agarose contendo 0,6 % de agarose foi adicionada. As
bandejas uma atmosfera umidificada a S % de CO,. 48-60 h apos a infecgdo a
sobreposicdo de agarose foi removida, as células foram coradas com corante
violeta cristal e placas visiveis foram contadas. O percentual de formagdo de
placa relativo ao controle infectado (sem iota-carragenina) foi determinado
para cada concentragdo de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 3, foi descoberto que a iota-
carragenina inibe, de uma maneira dependente da dose, a formagdo de placa
do virus da parainfluenza 3 em células Hep-2. Uma redugdo de 50 % em
numero de placas (IC50) foi alcangada a uma concentragdo de iota-
carragenina de 10 pg/ml.

Exemplo 4: Efeito da pré-incubag@o com iota-carragenina na
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formagdo de placas do virus da parainfluenza 3 em c€lulas HeLa.

Monocamadas confluentes de células HelL.a foram incubadas
trés horas com iota-carragenina a uma concentragdo de 13, 40, 133 e 400
nug/ml. O sobrenadante contendo iota-carragenina foi removido e as células
foram lavadas trés vezes com PBS e dai em diante infectadas com o virus da
parainfluenza 3 como descrito no Exemplo 3, mas sem adi¢do de iota-
carragenina a suspensdo do virus. O percentual de formagdo de placas relativo
ao controle infectado (sem pré-tratamento com iota-carragenina) foi
determinado para cada concentragdo de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 4, foi descoberto que a iota-
carragenina inibe a formag¢do de placas do virus da parainfluenza 3 a uma
concentra¢ido de 400 e 133 pg/ml quando as células foram pré-incubadas por
trés horas com iota-carragenina, embora ndo houvesse iota-carragenina
presente no momento da infec¢do e durante toda o subseqiiente periodo de
incubagdo a 37 °C. Este resultado indica que a iota-carragenina modifica
quimicamente ou estruturalmente os receptores da superficie da célula
hospedeira de uma forma tal que a ligagdo receptor-mediada do virus da
parainfluenza 3 a célula hospedeira seja impedido ou prevenido mesmo na
auséncia do agente modificante carragenina. Isto é também prova de uma
forte eficacia profilatica da iota-carragenina.

Exemplo 5: Efeito de pré-tratamento de células eucaridticas
por diferentes carrageninas na inibicdo de morte celular mediada por
coronavirus

Células CK subconfluentes foram infectadas na presenca de
iota, capa, ou lambda-carragenina a uma concentragdo de 4, 40 e 400 pg/ml
com o coronavirus felino FIPV a um moi (multiplicidade de infecgdo) de 0,1
(vide Fig. 5A). Em comparag¢do, células CK subconfluentes foram incubadas
trés horas com iota, lambda ou capa-carragenina a uma concentragdo de 4, 40,

e 400 pg/ml. O sobrenadante contendo carragenina foi removido e as células
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foram lavadas trés vezes com PBS e infectadas com o coronavirus FIP (moi =
0,1) na auséncia do polimero (vide Fig. 5B). O percentual de células viaveis
relativo ao controle ndo infectado foi determinado para cada carragenina e
cada concentragao.

Como mostrado na Figura 5A, todos os trés tipos de
carragenina inibem a morte celular mediada pelo coronavirus em células CK
na mais alta concentragdo de 400 pg/ml. A iota-carragenina ainda demonstra
significante inibi¢do a uma concentragdo de 4 pg/ml enquanto que a capa e
lambda-carragenina nédo sdo efetivas nesta concentragdo. Da Figura 5B pode-
se concluir que em contraste a virus que entram na célula via receptores
acucar (vide exemplos precedentes), a infecgdo por coronavirus ndo parece
ser inibida devido a modificagdo quimica ou estrutural do receptor
coronavirus-especifico na superficie da célula hospedeira pela carragenina, ja
que ndo foi possivel aumentar a protegdo a célula hospedeira além de um
nivel de 35 % de inibi¢do mesmo na mais alta concentragdo experimental de
carragenina de 400 pg/ml e em um per;iodo de pré-incubagdo de trés horas.
Nem o pré-tratamento das células hospedeiras com carragenina melhorou
significantemente a proteg¢do celular contra a infec¢do por coronavirus. Os
resultados sugerem que a fim te se alcangar uma protecdo significante contra a
infec¢do pelo coronavirus o agente antiviral ativo, i.e. carragenina, deve estar
presente no momento da infec¢do, i.e. quando uma interag@o entre o virus e a
célula hospedeira estiver a ponto de ocorrer.

Exemplo 6: Efeito de pré-tratamento de células eucaridticas
pela iota-carragenina na inibigdo de morte celular mediada por HRV8

Células HelLa subconfluentes foram infectadas com o
rhinovirus humano tipo 8 (HRV8; moi = 0,1) na presenga de iota-carragenina
a uma concentragdo de 4, 40 e 400 pg/ml (vide Fig. 6A). Em comparagdo,
células Hel.a subconfluentes foram incubadas por trés horas com iota-

carragenina a uma concentra¢do de 4, 40, e 400 pg/ml antes da infecgdo. O
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sobrenadante contendo iota-carragenina foi removido e as células foram
lavadas trés vezes com PBS e entdo infectadas com o HRV8 na auséncia do
polimero (vide Fig. 6B). O percentual de células vidveis relativo ao controle
nio infectado foi determinado para cada concentracdo de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 6A, a iota-carragenina inibe a morte
celular mediada pelo HRVE em todas as concentragées. Da Figura 6B pode-se
concluir que em contraste a virus que entram na célula via receptores agucar,
a morte celular mediada por HRV8 ndo foi inibida por mais de 5 % mesmo a
400 pg/ml e onde as células foram pré-incubadas por trés horas com iota-
carragenina. Este resultado € consistente com descobertas prévias (dados ndo
mostrados) e sugere que para o HRV8 a pré-incubagdo das células alvo com
carragenina ndo protege significantemente as células alvo de serem infectadas
se a carragenina estiver faltando no momento da infec¢do. Este resultado
indica que o receptor para 0 HRVS, o receptor de LDL, ndo € modificado ou
mascarado pelo tratamento com a iota-carragenina.

Exemplo 7: A iota-carragenina € quantitativamente removida
de células HeLa pela lavagem das células com PBS

Células HelLa foram incubadas com iota-carragenina rotulada
com FITC a uma concentragdo de 400, 133, 4 e 0,4 pg/ml por 10 minutos,
entdo o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas trés vezes com
PBS. A quantidade de carragenina rotulada com FITC residual foi
determinada com um leitor para detec¢do de fluorescéncia (BMG-Omega)
apos a remogdo do sobrenadante contendo iota-carragenina rotulada com
FITC e apos cada passo da lavagem. As unidades de luz fluorescente foram
convertidas a valores de concentragdo de pg/ml de carragenina pelo uso de
uma curva padrio.

Como mostrado na Figura 7 a iota-carragenina rotulada com
FITC foi quantitativamente removida (> 95 %) das células HelLa pela

lavagem das células ao menos trés vezes com PBS. O resultado prova que a
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carragenina ndo se liga covalentemente a superficie das células. O resultado
foi confirmado por um segundo conjunto experimental, onde o periodo de
incubacgdo foi estendido de 10 minutos a 3 horas usando o mesmo método de
detecgdo. Os resultados assim suportam as conclusGes obtidas aqui e nos
exemplos de interesse de que a carragenina induz uma modificagdo dos
receptores agucar na superficie da célula alvo envolvida na ligacdo com os
virions, cuja modificagdo ainda esta presente apos remog¢do do polimero da
superficie da célula alvo.

Exemplo 8: Efeito de pré-tratamento de células eucarioticas
pela iota-carragenina na inibié;éo de morte celular mediada por RSV

Células Vero subconfluentes foram infectadas na presenga de
iota-carragenina em concentragdes de 0,4, 4 e 40 pg/ml com RSV (moi =0,1).
Em comparagdo, células Vero subconfluentes foram incubadas por trés horas
com iota-carragenina a uma concentracdo de 0,4, 4 e 40 pg/ml. O
sobrenadante contendo iota-carragenina foi removido e as células foram
lavadas trés vezes com PBS e infectadas com o RSV (moi = 0,1) na auséncia
da carragenina. O percentual de células vidveis relativo ao controle ndo
infectado foi determinado para cada concentragdo de carragenina.

Como mostrado na Figura 8, a iota-carragenina inibe a morte
celular mediada pelo RSV em todas as concentragdes mesmo se o polimero
estiver ausente no momento ou durante a infecgdo. Sabe-se que RSV adere as
células via sulfato de heparana, uma molécula de agucar que esta presente na
superficie de células epiteliais. Os resultados indicam que este receptor €
modificado pela iota-carragenina e a adesdo do RSV a superficie da célula e a
subseqiiente replicagdo viral é desse modo bloqueada.

Exemplo 9: Efeito do tratamento de células eucaridticas com
iota-carragenina em diferentes pontos no tempo apds infecg¢@o na inibigdo de
morte celular mediada pelo RSV em células HNep

Células HNep subconfluentes foram infectadas com RSV (moi



10

15

20

25

29

= 0,1). A iota-carragenina foi adicionada a uma concentra¢do final de 40
ng/ml em diferentes pontos no tempo pos infec¢do como indicado na Fig. 9
(0, 8, 24, 32, 48, 56 e 72 h pds infecgdo) e o percentual de células HNep
viaveis relativo ao controle ndo infectado foi determinado para cada ponto no
tempo.

Como mostrado na Figura 9, a iota-carragenina
significantemente inibe a morte celular mediada pelo RSV a uma
concentragdo de 100 pg/ml mesmo quando o polimero fora adicionado apenas
24 horas ap6s a infecgdo. Este resultado demonstra que a iota-carragenina nao
pode ser apenas usada profilaticamente mas pode também exercer eficicia
antiviral no curso de um tratamento terapéutico quando aplicada na fase
inicial da infec¢do viral.

Exemplo 10: Efeito do tratamento profildtico com iota-
carragenina na inibi¢do de morte celular mediada pelo RSV em células HNep

Células HNep subconfluentes foram infectadas na presenga de
iota-carragenina em concentra¢des de 400, 133, 44, 15, 5, 2 e 1 pg/ml com
RSV (moi = 0,1). O percentual de células viaveis relativo ao controle nio
infectado foi determinado para cada concentragé@o de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 10, a iota-carragenina
significantemente inibe a morte celular mediada pelo RSV mesmo a uma
concentragdo tdo baixa quanto 1 pg/ml quando o polimero estava presente
durante a infecgdo. Este resultado demonstra que a iota-carragenina pode ser
usada efetivamente para estratégias de intervengdo profilatica.

Exemplo 11: Efeito de tratamento de células eucarioticas por
diferentes carrageninas na inibi¢do de morte celular mediada pelo RSV em
células HEp-2

Células HEp-2 em 6 placas foram infectadas na presenga de
iota, capa ou lambda-carragenina a uma concentragdo de 0,01, 0,1, 1, 10 e 100

pg/ml com o virus RSV A2 (moi = 0,001). O percentual de células viaveis
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relativo ao controle ndo infectado foi determinado para cada carragenina e
cada concentragio.

Como mostrado na Figura 11, todos os trés tipos de
carragenina inibem a morte celular mediada pelo RSV em células HEp-2 com
a iota-carragenina mostrando o efeito mais forte.

Exemplo 12: Comparagdo do efeito do tratamento de células
eucariOticas por iota-carragenina e fucoidan na inibigdo de morte celular
mediada pelo RSV

Células HNep subconfluentes foram infectadas na presenga de
iota-carragenina e fucoidan em concentragdes de 400, 133, 44, 15,4, 1,3 e 0,4
pg/ml com RSV (moi = 0,1). O percentual de células HNep viaveis relativo
ao controle ndo infectado foi determinado para cada concentragdo de iota-
carragenina e cada concentragdo de fucoidan.

Como mostrado na Figura 12, o fucoidan significantemente
inibe a morte celular mediada pelo RSV em células HNep a uma concentragio
de 0,4 pg/ml quando o polimero esta presente durante a infec¢do. O fucoidan
é portanto um candidato interessante para o desenvolvimento de produtos para
a profilaxia e tratamento de infecgdes por RSV.

Exemplo 13: Efeito de tratamento de células eucaridticas com
diferentes carrageninas e fucoidan na inibi¢do de morte celular mediada pelo
virus da parainfluenza 3

Células HNep subconfluentes foram infectadas na presenca de
tanto iota quanto capa e lambda-carragenina ou fucoidan em concentragdes de
400, 133,3, 44,4, 14,8, 4, 1,3 e 0,4 pg/ml com o virus da parainfluenza tipo 3.
O percentual de células HNep vidveis (portanto nio infectadas) relativo ao
controle ndo infectado foi determinado para cada polimero e cada
concentragdo de polimero.

Como mostrado na Figura 13, todos os trés tipos de

carragenina inibem a morte celular mediada pelo virus da parainfluenza 3 em
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células HNep com a iota-carragenina mostrando o efeito mais forte. O
fucoidan também inibe a morte celular mediada pelo virus da parainfluenza 3
em c€lulas HNep até certo ponto comparavel com o efeito inibitorio da capa e
lambda-carragenina.

Exemplo 14: Efeito de tratamento de células eucaridticas com
diferentes carrageninas e fucoidan na inibi¢do de morte celular mediada pelo
virus H3N2

Células HNep subconfluentes foram infectadas na presen¢a de
iota, capa, lambda-carragenina e fucoidan em concentra¢des de 400, 133,3,
44,4, 14,8, 4, 1,3 e 0,4 pg/ml com o virus da influenza H3N2. O percentual de
células HNep viaveis relativo ao controle ndo infectado foi determinado para
cada polimero e cada concentragdo de polimero.

Como mostrado na Figura 14, todos os trés tipos de
carragenina inibem a morte celular mediada pelo virus da influenza H3N2 em
células HNep. Em adigéo, foi descoberto que o fucoidan inibe a morte celular
mediada pelo virus da influenza H3N2 em células HNep até certo ponto
comparavel ao da iota-carragenina.

Exemplo 15: Efeito de diferentes carrageninas e fucoidan na
formacao de placas do virus da influenza aviaria HSN1 em células MDCK

Suspensdes do virus contendo 60-80 pfu do virus da influenza
aviaria HSN1 foram misturadas a uma solugdo de polimero de estoque de
tanto iota, quanto capa, lambda-carragenina ou fucoidan até concentrag¢des
finais de polimero de 400, ou 44,4 pg/ml. Monocamadas confluentes de
células renais caninas da linha MDCK em seis placas foram infectados com as
suspensdes do virus por 60 min a 34 °C. O indculo da infecgdo foi removido e
as células foram lavadas com PBS e sobreposi¢do de agarose contendo 0,6 %
de agarose foi adicionada. As placas foram incubadas a 36°C em uma
atmosfera umidificada de 5 % de CO, em ar. 48-60 h apds a infecg¢do a

sobreposi¢do de agarose foi removida, as células foram coradas com corante
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violeta cristal e placas visiveis foram contadas. O percentual de formacio de
placa relativo ao controle infectado (sem tratamento com o polimero) foi
determinado para cada polimero e cada concentragdo de polimero.

Como mostrado na Figura 15, foi descoberto que a formagio
de placas do virus da influenza aviaria HSN1 ndo foi influenciada pela iota e
lambda-carragenina e fucoidan. Contudo, a capa-carragenina inibe, de uma
maneira dependente da dose, a formag¢do de placas do virus da influenza
aviaria H5N1 em células MDCK. J4 que o virus da influenza aviaria
preferencialmente se liga a residuos de éacido sialico com ligagdo alfa 2-3 os
resultados indicam que a capa-carragenina pode preferencialmente modificar
tais residuos de acido sialico tendo ligagéo 2-3.

Exemplo 16: Efeito do tratamento profilatico em células
eucaridticas com iota-carragenina na inibi¢do de morte celular mediada pelo
adenovirus tipo B (Ad50)

Células HNep subconfluentes foram infectadas na presen¢a de
10ta-carragenina em concentragdes de 400, 133,3, 44,4, 148, 4, 1,3 ¢ 0,4
pg/ml com o Ad50. O percentual de células HNep viaveis relativo ao controle
ndo infectado foi determinado para cada concentrago de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 16, a iota-carragenina
significantemente inibe a morte celular mediada pelo Ad50 mesmo a uma
concentra¢do tdo baixa quanto 4 pg/ml quando o polimero esta preéente no
momento e durante a infec¢do. Este resultado € uma indicagdo de que a iota-
carragenina pode ser usada para efetivas estratégias de intervengdo profilatica
contra o adenovirus do subtipo B (por exemplo Ad50). Contudo, quando
outros adenovirus dos subtipos A, C e D foram testados em um conjunto
experimental como o descrito acima ndo foi detectado nenhum efeito
significante da iota-carragenina (dados ndo mostrados).

Exemplo 17: Comparagédo do efeito do tratamento profilatico

de células eucaridticas com iota-carragenina na inibi¢do de morte celular
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mediada pelo Ad50

Células HNep subconfluentes foram infectadas na presenga de
iota-carragenina em concentragdes de 400, 40 e 4 pg/ml com Ad50. Em
comparagdo, células HNep subconfluentes foram incubadas por trés horas
com iota-carragenina a uma concentragdo de 400, 40 e 4 pg/ml antes da
infecgd@o. O sobrenadante contendo iota-carragenina foi removido e as células
foram lavadas trés vezes com PBS e infectadas com o Ad50 na auséncia da
carragenina. O percentual de células HNep viaveis relativo ao controle nio
infectado foi determinado para cada concentragdo de iota-carragenina.

Como mostrado na Figura 17, a iota-carragenina
significantemente inibe a morte celular mediada pelo Ad50 a uma
concentragdo de 400 e 40 pg/ml na presenga e na auséncia da iota-carragenina
no momento da infec¢do e durante o periodo de infec¢do observado. Estes
dados indicam que a iota-carragenina modifica o receptor da superficie da
célula para adenovirus do subtipo B, o qual se sabe ser um receptor agucar,
enquanto que os adenovirus de outros subtipos provavelmente entram na

célula via diferentes receptores.
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REIVINDICACOES

1. Uso de iota-carragenina em uma quantidade antiviral eficaz,

caracterizado pelo fato de ser na manufatura de uma composigdo tarmacéutica

ou medicamento para o tratamento profilatico ou terapéutico de um sintoma,
condi¢do ou doenga causada por ou associada a uma infec¢do por um virus
respiratorio selecionado do grupo consistindo de paramixovirus, virus da
influenza A humana e adenovirus do subtipo B.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o virus respiratorio é um virus que entra em uma célula hospedeira
via adesdo a célula mediada por receptor, o receptor compreendendo um ou
mais residuos de aglcar, preferencialmente residuos de acido siadlico ou
sulfato de heparano.

3. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o dito virus respiratorio € um paramixovirus.

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o dito virus respiratorio € um virus da influenza A humana.

5. Uso de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de que o dito virus se liga a célula hospedeira via um receptor de
superficie da célula que inclui residuos de acido sialico tendo ligagdes alfa 2-

6.

6. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o dito virus respiratorio € um adenovirus do subtipo B.

7. Uso de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo

fato de que o dito paramixovirus € selecionado do grupo consistindo do virus
da parainfluenza humana (HPV) tipo 1, HPV tipo 2, HPV tipo 3, HPV tipo 4 e
RSV.

8. Uso de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de que o dito paramixovirus ¢ RSV.

9. Uso de acordo com a reivindica¢do 1 ou 2, caracterizado
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pelo fato de que a dita doenga ou condi¢do patologica é selecionada do grupo
consistindo de bronquite aguda, bronquite cronica, rinite, sinusite,
laringotraquiobronquite, bronquiolite aguda, faringite, amigdalite, laringite,
traqueite, asma e pneumonia.

10. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o dito sintoma € selecionado do grupo consistindo de febre,
dor, tontura, tremores, sudorese e desidratagao.
11. Uso de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 10,

caracterizado pelo fato de que a composi¢do farmacéutica antiviral ou

medicamento é adaptado para uso topico na pele ou uso nas mucosas € €
preferencialmente preparado como uma logdo para a pele, creme, pomada,
gel, po, incluindo um pé para inalagdo, spray, espuma, gotas liquidas ou uma
solugdo de gargarejo.

12. Uso de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 10,

caracterizado pelo fato de que a composi¢do farmacéutica antiviral ou

medicamento ¢ adaptado para administragdo oral e ¢ preferencialmente
preparado como uma solugdo liquida ou como uma preparagédo semi-solida ou
solida tal qual um po seco, tabletes, capsulas, ou drageas.

13. Uso de acordo com a reivindicagdo 11 ou 12, caracterizado

pelo fato de que a composigdo € liquida ou semi-soélida e compreende, como
uma preparagdo pronta para uso, iota-carragenina em uma quantidade entre
0,01% e 10%, preferencialmente entre 0,01% e 5%, mais preferencialmente
entre 0,1% e 2% em peso, relativo ao volume total da preparagdo.

14. Uso de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado pelo

fato de que a composi¢do é solida e compreende, como uma preparagdo
pronta para uso, iota-carragenina em uma quantidade entre 0,01% e 10%,
preferencialmente entre 0,01% e 5%, mais preferencialmente entre 0,1% e 2%
em peso.

15. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
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fato de que a composi¢do compreende adicionalmente capa-carragenina.

16. Uso de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo

fato de que a composigdo inclui 50% ou mais, preferencialmente 70% ou
mais, e especialmente 95% ou mais em peso seco de iota-carragenina, relativo
ao peso seco total de carrageninas presentes na composigao.

17. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

16, caracterizada pelo fato de que a dita composigdo ainda inclui ao menos

um veiculo farmaceuticamente aceitavel e/ou aditivo.

18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo

fato de que o aditivo farmaceuticamente aceitavel compreende um sal de
metal alcalino farmaceuticamente aceitavel, preferencialmente um cloreto,
especialmente cloreto de sodio ou potassio.

19. Uso de acordo com a reivindica¢do 18, caracterizado pelo
fato de que o dito sal farmaceuticamente aceitavel esta presente na composi¢do em
uma quantidade de 1% ou menos, preferencialmente de 0,6% ou menos.

20. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a
19, caracterizado pelo fato de que a composiggo inclui uma parte ou toda a iota-
carragenina na forma de seu sal, preferencialmente na forma de um sal sodico.

21. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 20,
caracterizado pelo fato de que a composicdo € estéril e preferencialmente livre de
pirdgeno e de alérgeno.

22. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21,
caracterizado pelo fato de que a composi¢do ¢ aderida tanto por revestimento
quanto por impregnagdo a uma superficie solida de um item de higiene ou
sanitario, particularmente de uma luva de higiene ou sanitaria, lengo de papel ou
papel, especialmente um lengo de papel ou papel nasal, uma haste flexivel com
ponta de algoddo, mascara anti-poeira ou mascara facial sanitdria ou médica.

23. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21,

caracterizado pelo fato de a composig@o ¢ integrada em um batom.




10

15

24. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes | a 23,
caracterizado pelo fato de que a composi¢do compreende adicionalmente um
composto ndo carragenina fisiologicamente ativo, dito composto opcionalmente
sendo o principal ingrediente ativo.

25. Uso de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado pelo
fato de que a iota-carragenina estd presente como um aditivo, particularmente
como um adjuvante anti-paramixoviral ou anti-ortomixoviral juntamente com
uma ou mais substdncias ndo carragenina fisiologicamente ativas que sdo
tipicamente aplicadas na profilaxia ou terapia de doengas infecciosas e/ou
inflamatorias, alergias e/ou condig¢des de um sistema imune em deficiéncia ou
suprimido.

26. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 25,
caracterizado pelo fato de que a doenga ou condi¢do patologica esta em um
individuo sendo paciente de alto risco selecionado do grupo consistindo de
pacientes COPD, um paciente com asma, uma pessoa com alergias, uma pessoa
com sistema imune, cardiaco, ou pulmonar em deficiéncia e um paciente

transplantado.
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