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RESUMO

"COMPOSIGAQ FARMACEUTICA INCLUINDO QUITO-OLIGOMEROS"

Sao descritas composicdes incluindo  quito-
oligdmeros que se podem obter da gquitina, gue incluem
oligdémeros de N-acetilglucosamina (NAG) e glucosamina, em
que pelo menos 50% dos oligdmeros apresentam um comprimento
de cadeia de cerca de 2-50, e o grau de desacetilac¢do dos
oligémeros estd adentro da gama se cerca de 0-70%,
preferivelmente <cerca de 30-50%. As composigdes séo
extremamente Uteis como composigdes farmacéuticas para o
tratamento de patologias das articulagdes, tais como a
artrite reumatdéide e a osteortrite. Também sdo descritos

métodos para o tratamento de patologias das articulacgbes e

para o tratamento da actividade inflamatdria.
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DESCRICAO

"COMPOSIGAQ FARMACEUTICA INCLUINDO QUITO-OLIGOMEROS"

DOMINIO DA INVENGAO

A invengdo  presente insere-se no dominio
farmacéutico, especificamente para o tratamento de
patologias das articulacbes tais comoc a artrite reumatdide

e a osteoartrite.

ANTECEDENTES DA TECNICA

A quitina e o quitosano sdo biopolimerocs, que sdo
tipicamente obtidos a partir de restos de cascas de
crustdceos, mas também se podem obter a partir de
determinados fungos. O quitosano pode ser preparado a
partir da quitina por desacetilac¢dc quimica. Isto &
tipicamente levado a cabc hidrolisando a ligacdo N-acetilo
com Alcali concentrado (NaOH ou KOH a 40-50%). Por
definicdo, o quitosano ¢é em geral descrito como um
copolimero de D-glucosamina (GlcN) e N-acetil-D-glucosamina
(GICNAC ou NAG), que ¢é insoluvel em dgua a valores de pH
superiores a 6,2 - ponto isoeléctrico do grupo amina livre
- mas se dissolve a valores de pH inferiores a 6,2 (Veja-se

os Esquemas 1 e 2). No quitosano, 65-100% das unidades
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monoméricas sdo D-glucosamina, o que ¢ Thabitualmente
descrito Como quitina desacetilada a 65-100%. As
propriedades quimicas e bioldgicas do quitosano sao
directamente influenciadas pelo seu grau de desacetilacdo
(DDA) e pelo seu grau de polimerizacdo (DP), isto é, pelo

comprimento da cadeia do polimero.

Em solugdo a um valor de pH inferior a 6,2, e
gquando ©0s grupos amina dos residuos de D-glucosamina estdo
protonados, o quitosano é um polimero com carga positiva.
Sendo uma amina, © quitosano é uma base fraca e pode formar
sais com 4dcidos, tais como o0s Adcidos carboxilicos e o0s
dcidos inorgadnicos. A maior parte destes sais sdo soluveis

em agua.

Na sua forma natural, a guitina ¢ insoluvel em
dgua. No entanto, ela pode ser tornada soluvel em Agua por
desacetilacdo parcial através de um tratamento com Alcalis
[1]. A quitina parcialmente desacetilada, com um DDA de 35—
50%, & soluvel em &gua numa larga gama de valores de pH.
Demonstrou-se gue esta forma de quitina solUvel em Aagua é
um substrato excelente para os enzimas de transformacdo da
gquitina [2, 3]. Para além disto, a preparacdo de guitina
soluvel em Agua demonstrou ser um passo indispensdavel para
se manter um rendimento elevado em quito-oligdmeros
utilizando quitinases, uma vez gque a gquitina insoluvel ¢é

hidrolisada muito devagar pelas quitinases [1].
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Esquema 1. Estrutura da guitina completamente

acetilada (poli-N-acetil-D-glucosamina).

Esquema 2. Estrutura da quitosano completamente
desacetilada (poli-D-glucosamina, forma protonada a pH

baixo).

Os quito-oligdémeros (QO0) e a guitina e o quito-
sano com pequena massa molecular sao segmentos mais curtos,
obtidos a partir de polissacdridos de elevada massa
molecular, das ligacdes beta-(1,4) que ligam os mondmeros.
Os quito-cligdémeros referem-se, neste documento, a poli-
meros com comprimento curto ou médio, preferivelmente

apresentando um grau de polimerizag¢do (DP) na gama de entre
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2 e 50, correspondendo a uma massa molecular de entre cerca
de 360 e cerca de 10.000 Da. 0Os QO obtidos a partir de
gquitina soluvel em &gua (DDA 35-50%) mantém a solubilidade
em dgua. Os QO sdo obtidos gquer quimicamente pela
utilizacdo de &cidos fortes tais como 4dcido cloridrico que
catalisa a hidrdlise das ligagbes  beta-(1, 4) a
temperaturas elevadas, gquer por hidrdlise enzimatica [4,5].
A hidrdélise enzimdtica € preferida uma vez que o processo €
mais facil de controclar e as condigbes sdo muito mais
suaves envolvendo um menor risco de reacgdes colaterais de

que resultem modificac¢des do material.

A artrite é um termo geral para a inflamacgdo
da(s) articulacao(bes), e por vezes utilizado como desi-
gnacdo genérica de todas as patologias de articulares. A
ostecartrite é a forma mais habitual de patologia das
articulacgdes na qual hd danos na superficie da articulacdo
e uma reacgao a anormal no o0ss0 subjacente. Utilizam-se
outros termos para descrever esta doenga, tais como
'osteoartrose’, ‘artrose' e "doenca degenerativa das
articulacgdes'. A doenca afecta sobretudo os Jjoelhos, as
ancas, e as maos (mais comum), bem como ©0s pés, O PESCOGOo e
as costas. A artrite reumatdide é uma doenca inflamatdria
das articulagbes que é habitual, que provoca inflamacdo do
revestimento (sindévia). Isto provoca mais inchago e outros
sinais de inflamagao do que ¢ habitual na osteocartrite, e

pode levar a danos severos nas articulagdes.
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Bioactividade dos quito-oligossacdridos

A actividade biocldgica da quitina e do quitosano
estd abundantemente documentada na  literatura. Foi
claramente demonstrada por estudos de Dbicactividade a
importéncia do grau de polimerizagdo (DP) bem como do grau
de desacetilacao (DDA) [6]. Nas plantas, os oligdémeros com
DP 5-7 s&o mais activos do que os que apresentam DP 1-4
[7]. Isto tem sido explicado com base na capacidade das
proteinas designadas como proteinas semelhantes a quitinase
(CLP) para se ligarem a quito-oligdmeros. Estas proteinas
partilham uma homologia de sequéncia elevada, e tém uma
relagdo estrutural, com a familia das quitinases 18 [8]. As
CLP ndo possuem actividade catalitica por causa de uma
mutacdo num sé local do seu dominio catalitico, mas mantém
a sua capacidade de ligacdo, que em geral envolve 5-7

unidades de quito-oligossacaridos.

N-acetil-glucosamina, quito-oligossacaridos e

hialuronana:

A  glucosamina (GN ou GIlcN) é uma glucose
modificada em que o grupo OH no carbono dois da molécula de
agucar estd substituido por NH,. Nas células animais, sé se
encontra glucosamina sob duas formas; sob a forma de
glucosamina-6-fosfato (GN-6-P) e sob a forma de N-
acetilglucosamina (NAG ou GlcNAc). O aminoagucar GN-6-P ¢
sintetizado a partir de glutamina e de frutose-6-fosfato

(F-6-P). Esta reaccdo é catalisada pela glucosamina sintase
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e é o passo determinante da velocidade da biossintese do
aminocagucar. O GN-6-P ¢ o precursor de todas as hexosaminas
e dos derivados de hexosamina. O GN-6-P pode subsequen-
temente ser acetilado pelo acetil coenzima A a N-acetil-
glucosamina (NAG). A NAG pode subsequentemente ser trans-
formada em N-acetilgalactosamina ou em N-acetilmanosamina.
Estes trés aminoaglcares sao importantes na glicosilacgdo de
proteinas bem como a titulo de blocos de construgdo para
glicolipidos, glicosaminoglicanas (GAG), hialurconana e
proteoglicanas. A hialuronana (HA), esqueleto de muitas
proteoglicanas, é um polissacdrido (com até 25.000 unidades
de agucar) composta por unidades de dissacarido que se
repetem, de NAG e &cido glucurdnico (GlchA). Cré-se que a HA
foi a primeira forma de GAG ao longo da evolugdo. A HA &
nao sé um polissacdrido importante na cartilagem, no fluido
sinovial, no humor vitreo dos olhos e na pele dos verte-
brados, mas pode também desempenhar um papel importante na
organizacdo dos tecidos, na morfogénese, nas metdstase do
cancro, na cicatrizacdo de feridas e na inflamacgdo [9]. E
produzida em grandes quantidades durante a cicatrizagao das
feridas, e ¢é um constituinte essencial do fluido das
articulacgdes (fluido sinovial), no qual serves de
lubrificante [10]. A NAG aumenta a sintese da hialuronana
por parte das células do mesotélio e dos fibroblastecs, de
um modo proporcional a dose [11]. A HA é segregada das para
for a das células por um complexo enzimatico, denominado HA
sintases (HAS) que se encontra adentro da membrana
plasmatica [9]. Cré-se que estes enzimas resultam de uma

evolucdo a partir das quitina sintases ou das celulose
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sintases [9]. Uma HA sintase de murganho (HAS1l) ¢é capaz de
sintetizar a HA in vitro, quando lhe sao fornecidos UDGlcA
e UDP-NAG [1l2]. Quando se incuba o HAS1l apenas com UDP-NAG,
ele sintetiza quito-oligoasacdridos (QO) [12]. Se se
demonstrasse gque as sintases de HA eucaridticas possuiam
actividade semelhante in vivo, isto sugeriria novas fungdes
para os QO nos mamiferos [92]. Os QO sao produzidos in vivo
durante o desenvolvimento dos vertebrados (Xenopus,
zebrafish e murganho), quando a sub familia semelhante a
guitinase DG42/HAS sintetiza tanto QO como HA durante a
diferenciacdo celular e demonstrou-se que 0s Q0 eram vitais
para uma formag¢do normal do eixo anterior/posterior na fase

de gastrula tardia [9,12-16], revisto em [8].

Estudos recentes sugeriram métodos para se tratar
a artrite pela administrac¢do de glucosamina. Estes estudos
demonstraram que a administrag¢do de glucosamina tende a
normalizar o metabolismo da cartilagem, inibindo a sua
degradacg¢do, e estimulando a sintese de proteoglicanas, da
gual resulta uma restaura¢do cortical da fun¢do articular.
A eficiénecia terapéutica do tratamento com glucosamina foi
demonstrada em diversos estudos com animails e com seres

humanos.

A Patente U. S. N°. 6.117.851 [17] ensina que a
(poli)-N-acetilglucosamina (poli-NAG), 1isto ¢é, a guitina
pode ser utilizada para tratar a osteortrite e/ou para
aliviar os seus sintomas. No entanto, a quitina, actuando

como fibra dinsoluvel no intestino, nadoc € provavelmente
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digerida e absorvida. Devido a sua pequena solubilidade no
ambiente intestinal, a quitina também nao deve ser
facilmente hidrolisada pela quitinase &cida dos mamiferos
gue se descobriu recentemente (AMCase) [18] nem é provavel
que existam bactérias intestinais que produzam fragmentos
de quitina com baixa massa molecular disponiveis para serem
absorvidos. A quitina parcialmente desacetilada, no
entanto, ¢é soluvel em &dgua a qualquer valor de pH e esté
facilmente disponivel como substrato para a AMCase ou para

a flora intestinal.

Actividade dos quito-oligdmeros sobre a reacgdo

imunitdria e sobre as reaccgbes inflamatdrias - condrdcitos

e macréfagos:

Foi sugerido que a quitina e o gquitosano possuem
actividade imunoestimulante nos mamiferos [19-22]. A
quitina e o quitosano foram também estudados na cica-
trizacdo de feridas e como substitutos artificiais de pele
durante alguns anos [19-22]. Nestes estudos, a quitina e o
quitcosano demonstraram um efeito inibidor significativo
sobre a produgao de o6xido nitrico (NO) por macrdfagos
activados. A hexa-N-acetilquitohexose (GlcNAc)s e a penta-
N-acetilgquitohexose (GlcNAc)s também inibem a producdo de
NO mas sdao menos potentes. Estes resultados indicam que o
efeito positive dos materiais quitinosos sobre a
cicatrizacao das feridas € pelo menos em parte relacionado
com a sua 1nibigdao da producgdo de NO pelos macréfagos

activados [23]. Também foil demonstrado que tanto a
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glucosamina como a acetilglucosamina inibem a produgao de
NO em condrécitos articulares normais, e que a N-
acetilglucosamina exibe um novo mecanismo para a inibicao

dos processos inflamatdrios [24].

A proteina semelhante a quitinase YKL-40, também
denominada glicoproteina-39 da cartilagem humana (HC gp-
39), é& um membro da familia das quitinases 18 [25]. A YKL-
40 é segregada pelos condrdcitos, pelas células sinoviais,
e pelos macrdéfagos [26]. A HC gp-39 (YKL-40) parece ser
induzida nos seres humanos quando envelhecem e nos jovens
pacientes com ostecartrite [28]. Foi descrito que a YKL-40
desempenha um papel como auto-antigénec na artrite
reumatéide (RA) [29-31] e que estd expressa nos seres
humanos doentes, na cartilagem osteocartritica e nos

ostedéfitos, mas ndo no tecido isento de doenca [32].
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SUMARIO DA INVENCAO

Os inventores constataram que composigdes con-
tendo quito-oligdémeros (com 2 a 50 unidades) proporcionam
resultados notavelmente bons no alivio dos sintomas de
patologias articulares tais como a artrite. Os resultados
indicam que os quito-oligdmerocs parecem ser surpreen-

dentemente mais eficazes do que a glucosamina monomérica,
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para este efeito. Sugere-se que os ligandos quitinosos, por
exemplo dos gquito-oligossacaridos (Q0), por se ligarem a
YKL-40 ou a outras proteinas semelhantes a quitinases,
podem funcionar diminuendo a expressao destas e/ou
diminuendo a sua actividade como auto-antigéneo ao

mascarar, ou alterar, os seus epitopos.

Observamos efeitos anti-inflamatdrios em sujeitos
humanos que sofriam de artrite reumatdide depois da
administragdo de quito-oligdémeros durante 3-4 semanas.
Estes efeitos anti-inflamatdérios podiam possivelmente
influenciar os condrécitos, macréfagos e possivelmente o0s

osteoblastos através da YKL-40.

Os resultados preliminares indicam uma inducdo do
crescimento dos condrdécitos humanos in  vitro, quando

incubados com quito-oligdémeros (dados ndo publicados).

De acordc com a hipdtese que se apresenta neste
documento, as composigdes de oligdmeros da invengao
proporcionam substratos oligoméricos benéficos que
blogueiam as proteinas semelhantes a guitinases, e tém
também os efeitos benéficos conhecidos de NAG e GlcN,

guando os oligdémeros sac degradados.

Postula-se também neste documento que a quitina
parcialmente desacetilada e solUvel em &gua proporcionard

também efeitos anti-inflamatdérios e um efeito terapéutico



EP1435976 - 17 -

contra patologias das articulagbes, uma vez dgue estes
polimeros soluveis em dgua permitem alguma degradacdo pela
gquitinase &cida e possivelmente pelos enzimas quitoliticos
da flora intestinal, proporcionando 1in situ quito-oli-

gémeros soluveis em dgua e NAG e mondmeros de glucosamina.

Num primeiro aspecto, a inveng¢ao proporciona uma
composigao farmacéutica tal como se define na reivindicagao
8 em que os oligbémeros possuem um comprimento de cadeia com
um DP de cerca de 2-50, e em que o grau de desacetilacao

dos oligdmeros esteja compreendido entre cerca de 0-70%.

Num outro aspecto, a invencdo proporciona a
utilizacado de quito-oligdmeros para o fabrico de um medi-
camento para o tratamento das patologias das articulacdes,
em que nos quito-oligdémeros se dincluem cligémeros de N-
acetil-glucosamina (NAG) e glucosamina, em que o compri-
mento da cadeia dos quito-oligdmeros esteja compreendido
entre cerca de 1-50, e em que pelo menos 60%, em peso dos
gquito-oligdmeros apresente um comprimento de cadeia de pelo
menos 2, € em que 0 grau de desacetilagdo da glucosamina

esteja compreendido entre cerca de 0-50%.

A inveng¢ao proporciona, sob um seu outro aspecto,
a utilizacdo de quito-oligdmeros para o fabrico de um
medicamento contra a actividade inflamatdéria no corpo

humano.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Analise por GPC da Amostra 1 com Biogel
P4. Listam-se na Tabela 1 os DP (comprimento da cadeia

polimérica) e os homdlogos para cada comprimento de cadeia.

Figura 2. Distribui¢do de homdlogos dos quito-
oligdémeros da Amostra 1. e da Amostra 2, tal como
determinados por MADT-TIOF de amostras tal qual. O sinal
relativo proveniente da andlise é calculado adicionando os
sinais para todos os homdlogos de DP2 a DP10, e ajustando a
100%. O sinal para cada homélogo é entdo expresso em valor

relativo do seu sinal (%)

Figura 3. Distribuicdo do conjunto de DP dos
quito-oligémeros da Amostra 1 e da Amostra 2, tal como
avaliada do MS em MALDI-TOF. Os homélogos de cada DP, entre
DP2 e DP10, tal como ilustrados na Figura 2, Sao0
adicionados e expressos scb a forma de sinais relativos dos

conjuntos (%) .

DESCRICAO PORMENORIZADA

A composicdo da invencdo inclul oligdmeros de N-
acetil-glicosamina (NAG) e glucosamina, apresentando o0s
quito-oligémeros um comprimento de cadeia adentro da gama
de cerca de 2-50, e sendo o grau de desacetilacdo nos

oligdémeros, de entre cerca de 30 e 50% (Fa= 0,5-0,7.

O termo quito-oligdmeros, tal como se utilize
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neste documento, refere-se a oligdémeros e a polimeros de um
ou ambas de entre N-acetil-glicosamina (NAG) e glucosamina,
isto é, trata-se de cadeias oligoméricas com um comprimento
minimo de 2 (dimeros). Tal como se descreve neste documento
e nos exemplos e nos exemplos gue se seguem, a composicao é

especialmente Util para utilizacado como medicamento.

O termo homélogo define oligdémeros com cadeias
com O mesmo comprimento e com a mesma razdo entre monod-
meros, mas que podem ter sequéncias diferentes, isto é, o
homélogo A3D2 pode ser constituido, por exemplo, pelas
sequéncias oligoméricas A-A-A-D-D e A-A-D-A-D., (A e D
designam respectivamente N-acetil-glicosamina e glucosa-

mina) .

De preferéncia o grau de desacetilacdo dos gquito-
oligémeros serda de cerca de 35-50%, tal comc 40-50%, in-
cluindo cerca de 40% e cerca de 50%. 0O grau de desace-
tilagdo, DDA, pode também ser expresso como factor de
desacetilacao, Fa, em que, por exemplo, um DDA de 30%

corresponde a um Fp=0,7.

De preferéncia cerca de 60% dos quito-oligdmeros
tém um comprimento de cadeia na gama de cerca de 2-50, e
mais preferivelmente 75% destes, e ainda mais prefe-

rivelmente pelo menos cerca de 85%.

Podem obter-se as composigbes da invencao a
partir de matéria-prima quitinosa tal como cascas de

camardes. Desacetila-se a quitina de preferéncia com base
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forte, tal como dissolvendo quitina substancialmente seca
em solugdo concentrada de base (por exemplo NaOH ou KCH a
40-60%), a uma temperatura na gama de entre cerca de 70-
100°C, incluindo a gama de entre cerca de 70 e 95°C, tal
como entre cerca de 70 e 90°C, por exemplo cerca de 70°C,
cerca de 80°C, ou cerca de 90°C. O periodo reaccional e a
concentracao de quitina podem ser variados consoante o grau
de desacetilacdo que seja exactamente pretendido. Termina-
se a reaccgdo lavando a quitina/quitosano que se obteve com
dgua fria, e pode-se submeter a solugdo de gquitina soltvel
a uma hidrdélise para se obterem quito-oligdmeros, ou pode-
se secar o material com meios de secagem adequados, para

processamento ulterior ou para armazenagem.

Tal como se mencionou, prefere-se levar a cabo
uma hidrdélise enzimdtica da quitina/quitosano para se
obterem os quito-oligdmeros, no entanto a utilizacdo de
dcidos inorgénicos adequados para a despolimerizagdo (por
exemplo 4dcido cloridrico ou 4dcido nitroso) também se
engloba na invencdo corrente. VArios enzimas gquitinase
activos estdo disponiveis e podem ser utilizados para este
efeito, por exemplo guitinase (EC N°. 3.2.1.14), por
exemplo disponivel na Sigma-Aldrich, e também a lisozima
(EC N°. 3.2.1.17), gque se determinou possuir uma actividade
de qguitinase (veja-se, por exemplo, a Patente U.S.
5.262.310). As condig¢des de incubacdo com o enzima (razao
enzima/substrato, temperatura, ©pH, periodo reaccional)
podem ser variadas, consoante a actividade especifica e as
condig¢Bes de reacgao oOptimas do enzima que se utilizou. Tal

como se demonstra no Exemplo 2 (veja-se Amostra 1 e Amostra
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2; producdo), podem optimizar-se as condi¢des para se obter
um valor pretendido da razdo entre oligdémeros de pequena e
de média dimensdo. 0s oligémeros mais compridos e o©s
polimeros (DP de 30 e maiores) podem ser opcionalmente
separados dos oligdémeros de média e pequena dimensdes que
se pretendem, quer por cromatografia preparativa, quer por

precipitagdo a um pH elevado (cerca de 9, ou superior).

A composigdo em quito-oligdémeros pode @ ser
convenientemente proporciocnada sob uma forma essencialmente
seca incluindo um pd, flocos ou material fibroso que se
pode incluir como enchimentc em cdpsulas, ou dissolver ou
suspender numa solug¢ao aquosa, para administrag¢dc. Uma tal
composicao pode conter ou ser constituida substancialmente
apenas por oligbmeros como 0s gue se mencionaram acima,
isto &, conter cerca de 80 a 100% de quito-oligdmeros. <nas
concretizagbes uteis, as composigdes contém entre 20-100%,
em peso dos quito-oligdmeros referidos , incluindo cerca de
20-95% dos quito-oligdmeros referidos, tal como 50-90%.
Consoante o processo de fabrico e as condigdes aplicadas
durante a hidrdélise da matéria-prima polimérica, estao
presentes alguns monémeros de glucosamina, e NAG , nas
composicdes da invencdo, como por exemplo sendo 0 a 60% da
quantidade total de sacaridos, tal como menos do gue cerca
de 50%, mas de preferéncia os mondmerocs sao mencs do que
cerca de 40% do total de sacaridos, tal como menos do que
cerca de 25%, incluindo menos do que 20%. 0s nossos
resultados de teste, no entanto, indicam gue se encontra

presente uma certa quantidade de mondmercs, e em especial
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de NAG, nas composic¢bes da invencaoc, e que podem apresentar

um efeito sinérgico positivo.

A composicdo pode também conter ainda @ um
excipiente ou um diluente aceitdavel do ponto de vista
farmacéutico, uma substéncia saborizante, um nutriente, ou

um corante.

Postula-se que o0s oligémeros mails curtos sado
muito importantes para a actividade da composigdao da
invenc¢ao. Numa concretizacdo util, pelo menos 10%, em peso,
dos oligdmeros da composicdo tém uma massa molecular de
entre 2 e 12, mais preferivelmente pelo menos 15%, em peso,
incluindo pelo menos 25%, em peso, e ainda mais preferi-
velmente pelo menos 50% dos oligdémeros terdo um comprimento
de cadeia de entre 2 e 12. Numa determinada concretizacao,
entre cerca de 15 e 75% dos oligémeros, em peso, entre
cerca de 15 e 75% dos oligdmeros, em peso, apresentam um
comprimento de cadeia de entre 2 e 12, tal como cerca de
50% dos oligdmeros, em peso, tal como cerca de 50% dos
oligbmeros, em peso, preferivelmente entre cerca de 15 e
75% dos oligdémeros, em peso, apresentam um comprimento de
cadelia de entre 2 e 9, e em determinadas concretizacdes
pelo menos cerca de 50% dos oligdmeros, em peso, entre
cerca de 15 e 75% dos oligdémeros, em peso, apresentam um
comprimento de cadeia de entre 2 e 15, tal como cerca de
50% dos oligbémeros, em peso, tal como pelo menos 60%, em
peso, incluindo pelo menos 70%, em peso, ou pelo menos 80%,

em peso.
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Noutro aspecto da 1nvengao, proporciona-se uma
composigao farmacéutica que inclua a composigac oligomérica

tal como se descreve neste documento.

A composicdo farmacéutica assumird de preferéncia
uma forma adequada para administragao por via oral, tal
como uma forma seca que se possa dissolver facilmente, por
exemplo num copo com Agua. Incluem-se nessas formas a de pd
seco, a granular, a de flocos, a de material fibroso e a de
pasta. No entanto a composicgdo também pode estar contida em

comprimidos ou em cédpsulas.

Noutras concretizagfes T1Uteis, a composicdo da
invencdo assume uma forma adequada para a administracao
sistémica, tal como por administracdo intramuscular, subcu-
tanea, ou endovenosa. Essas formas adequadas sd&o formas de
solugbes com um veiculo ou excipiente adequado do ponto de
vista farmacéutico, tal como é praticado habitualmente em
farmiacia. Essas formas de solugdo sdo estéreis, e o pH
estara adequadamente ajustado e tamponizado. Para
utilizac¢dao endovenosa, a concentracdo total do soluto deve

ser controlada, para cue a preparag¢do se torne isotdnica.

Tal como se demonstra nos exemplos gque acompanham
esta descrigdo, verifica-se que a composicdo farmacéutica é
util para o tratamento de patologias reumatdides das
articulag¢des, num sujeito gue dela necessite, e verificou-
se que ¢é especialmente util para o© tratamento de uma

patologia das articulacdes seleccionada de entre o conjunto
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constituido por osteocartrite e artrite reumatdide. neste
contexto, inclui-se no significado de tratamento o alivio
dos sintomas da patologia das articulagdes, num sujeito a

guem se administre a composicgao.

Sob um outro aspecto ainda, ¢é proporcionada uma
composicgdo aplicada em tratamentos anti-inflamatdérios e no
tratamento de patologias das articulagdes, a qual inclui
guitina parcialmente desacetilada e soluvel em agua, com um
grau de desacetilacgao na gama de entre cerca de 35 e cerca
de 50%. A solubilidade do polimero em &gua permite que
ocorra alguma degradagao do polimero pelos enzimas
quitoliticos produzidos pela flora intestinal, e portanto
guando se 1ngere, a composicdoc proporciona in situ quito-
oligémeros soluvels em 4&gua, bem como mondmercs de
glucosamina, embora na mesma quantidade que os quito-

oligbmeros descritos acima.

Sob outro aspecto ainda, a invencdo proporciona a
utilizacdao de quito-oligdmeros tais <como ©0s que se
descreveram acima, para o fabrico de um medicamento para o
tratamento de patologias das articulagdes, tais como a

osteocartrite e a artrite reumatdide.

Sob ainda um outro aspecto, ¢ proporcicnada a
utilizacao das composicbes descritas acima para o0
tratamento contra a actividade inflamatdéria no corpo
humano, bem como a utilizagcdo das composi¢des referidas
para o fabrico de um medicamento para o tratamento contra a

actividade inflamatdria, nos 0ssos e nos tecidos magros.
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EXEMPLOS

Exemplo: Caracterizagdo dos quito-oligémeros:

métodos analiticos

1A:Determinacdo dos contetdos em dgua e em cinzas

Analisa-se gravimetricamente o contetdo em A&gua
de uma amostra seca por atomizacaoc de 4-5 g de quito-
oligdmeros, pesando-a antes e depois de uma incubacgao
durante 3 horas a 105°C. determina-se o conteudo em cinzas
por combustdo completa a 800°C durante 3 horas, calculando-
se sob a forma de uma percentagem de um residuo inorgdnico

em peso, com base no peso seco.

1B: Determinagdao do grau de desacetilagido por

titulagdo directa

Misturam-se quito-oligdémeros (500 mg, corrigidos
quanto a cinzas e a humidade) com 125 mL de HC1 0,060 N num
baldo de Erlenmeyer que se rolhou, dissolvendo-se de um dia
para o outro a 22°C num agitador orbital (a 150 rpm). Em
seguida, adicionaram-se 125 mL de &gua destilada e agitou-
se a solucdo durante pelo menos mais 15 minutos.
Transferiram-se 50,0 g da solugcdc para um copo, e titulou-
se com uma solucdo 0,500 N de NaOH, adicionada a um caudal
de 1,00 mL/minuto (bomba do HPLC). Monitorizou-se o valor

do pH entre pH 1,8 e 9, e calculou-se a DDA com base no
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volume de NaOH consumido entre os pontos de inflexdo da
curva de titulagdo, de um pH de 3,75 a um pH de 8,0,
utilizando a equacdo DDA = Vol (mL) NaOH*1616*0,0500/100 mg

de quitosano. Cada amostra foil titulada em triplicado.

1C: Teste com DNS para determinar o grau médio de

polimerizagdo

Mediu-se o grau médio de polimerizacdo (valor de
DP) na solucdo de oligdémero a 0,50% por um teste de reducdo
de acgucares envolvendo ¢ acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS)
como reagente, e a glucose como um padrdo. Este teste tinha
sido originalmente descrito por Miller [34]. Um volume de
1,00 mL de uma solucdo de oligémeros de quitosano (a 5,00
mg/mlL, corrigidos quanto a humidade e cinza presentes, em
dcido acético), com 2,00 mL de reagente de DNS, ferveu-se
durante 8 minutos, arrefeceu-se e centrifugou-se a 2.000 x
g durante 3 minutos. Mediu-se a densidade optica do
sobrenadante a 540 nm, num espectrofotdmetro, e calculou-se
o valor médio de DP utilizando como padrdo a absorvancia de
gluccse a 1,00 mg/mL (5,55 M). Utilizou-se como branco a
540 nm, 4dgua (a 1,00 mL em 2,00 mL de sclugdo de DNS). O
valor médio da massa molecular utilizada para o calculo de

DP foi de 200 Da. Cada amostra foil avaliada em duplicado.

1D:Andlise por Cromatografia de Permeagdo de Gel

com BioGel P4 (GPC)

Montaram-se em série duas colunas (Pharmacia),

contendo BioGel P4, de grau fino (BioRad, Munique,
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Alemanha), utilizando-se como fase mdvel um tampdc de
acetato de aménio 0,05 M, ajustado com acido acético 0,23 M
a unm pH de 4,2. O caudal utilizado foi de 27,7 mL/hora. A
deteccao foi levada a cabo num detector de indice de
refracgao Shimadzu RID  6A, Recolheram-se fracgdes,
misturaram-se as adequadas, e liocfilizou-se antes de se

analisar por andlise de MS, MALDI-TOF.

1E: Andlise por Espectrometria de Massa MALDI-TOF

Preparacdo da amostra: Colocaram-se no alvo
solugdes de amostras em HyO (1 upL), e misturaram-se com 1
pL de uma solug¢do a 5% de THAP ou de DHB em MeOH. Depois de
secar a temperatura ambiente, voltou a dissolver-se a
amostra em 1 L de MeOH para se obter uma camada de
cristais muito pequencs, quando se secou a temperatura

ambiente.
Registaram-se 0s espectros de massa obtidos num
instrumento Bruker Reflex 1II (Bruker Daltonic, Bremen,

Alemanha), tal como se descreveu em mais pormenor em [34].

Exemplo 2: Produgdo de quito-oligdémeros (QO)

utilizados para administragdo por via oral contra a artrite

Produgao da amostra 1 (GO000823-IK):

Dissolveram-se 25 kg de hidroxido de sdédio em 25

kg de A&gua, num misturador de 80 L, e aqueceu-se a 70°C.
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Adicionou-se-lhe 2,5 kg de quitina de camarédoc (Primex ehf),
e agitou-se (a 15 rpm) durante 20 minutos. Arrefeceu-se
entdo a suspensdo com Agua, filtrou-se através de um pano
de coar coalhada de queijo (200 x 40 cm), e lavou-se
durante 10 a 15 minutos. Voltou a c¢olocar-se o gel de
guitina no misturador, ajustou-se o pH a 4 pela adicaoc de
HC1 a 30%, e &gua para perfazer um volume de 80 L.
Adicionou-se-lhe 380 g (a 750 U/g) de uma solugdo de
quitinase e agitou-se o gel durante 16 horas a 30°C.
Desnaturou-se o0 enzima ajustando o pH a 7 e aquecendo a
solugdo a 70°C durante 10 minutos. Depolis de arrefecer,
verteu-se a solugaoc do oligdmero através de um peneiro com
poros de dimensdo de malha de 280 um. Submeteu-se a solugdo
a uma secagem por atomizacdo, utilizando uma unidade de
atomizador rotativo com um ar cuja temperatura a entrada
era de 190°C, e a temperatura do ar a saida era de 80°C. A
velocidade do rotor do atomizador era de 20.000 rpm.
Recolheu-se o quitosano em pd, com particulas de pequenas
dimensdes, 2,0 kg, mantendo-a a temperatura ambiente, e

sendo referida como Amostra 1.

Andlise da Amostra 1

Analisou-se o contetdo em &gua e as cinzas da
amostra de quito-oligdémeros seca por atomizagao por
atomizacgao. O contetdo em cinzas foi de 53,7% (em peso) e o
de 4gua de 5,4% (em peso). Os quito-oligdmeros mais os

monoémeros perfaziam 40, 9% (em peso). 0 grau de
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desacetilagdo (DDA) era de 42,3%+/-0,1% (desvio padrao).
Utilizando andlises por Biogel GPC (Figura 1) e em seguida
por MALDI-TOF (Tabela 1) demonstrou-se que o mondmero era
sobretudo N-acetil-glucosamina (GlcNAc), com uma presencga
menos importante de N-glucosamina (GlcN). Os dimeros eram
uma mistura de (GlcNAc); com (GlcNAc) (GlcN). Nos trimeros
inclula-se (G1lcNAc); (G1lcN) como produto principal e
(G1lcNAc); como produto secunddrio. A sequéncia do principal
produto trimérico foi determinada como sendc GlcN-GlcNAc-
GlcNAc, ou D-A-A. As quantidades dos oligdmeros mais longos
(DP 4 a 20) que foram encontrados, eram menores, tal como
avaliadas na andlise por Biogel P4. Foi confirmada a
existéncia de oligémeros de comprimento médio tanto por

andlise sobre Biogel P4 como por MS em MALDI-TOF.

Tabela 1. MALDI-TOF de picos obtidos por GPC scobre Biogel da
2Amostra 1, ilustrados na Figura 1. Cada um dos picos numerado
fcl recolhido e analisade por MS em MALDI-TOF. A tabela mostra

o numero da fracgdo e os oligdmeros e homdlogos de cada fraccgao

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
D8A4 | D6A3 | DAA3 | D3A3 | D2A3 | DIA3 | D2A2 | D1A2 | AZ A2 A
D7A5 | D5A4 | D3A4 D3A3 | D3AZ | DIA3 D1A2
D8A6 | D4AL | D2AS D4A2 | D2A3

D7A3
D6A4
D5A4

A = GlcNAc e D = GlcN
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Produgao da Amostra 2 (G010430-1 K):

Produziu-se esta amostra utilizando um protocolo
essencialmente igual ao descrito para a Amostra 1, excepto
que depois da inactivacgdo enzimatica (pH ajustado a 8,0 com
NaOH a 10%) e de se peneirar, clarificou-se a solugao
utilizando uma centrifuga continua da Alfa-Laval (tipo:
LAPX) a 9800 rpm. O caudal do fluido foi de 520 mL/minuto,
e 0 rotor era esvaziado a cada 3-5 minutos. Descartou-se a
pastilha e secou-se por atomizagdo a solugac limpida do
oligdmero, tal como no Exemplo 2. O rendimento de produto

que se obteve foi de 1,74 kg de um pd.

Andlise da Amostra 2

O conteudo desta amostra em cinzas elevava-se a
48,3% (em peso) sendo o conteudo em NaCl de 47,0 %. O
conteudo em &gua era de 5,0% (em peso).0s quito-oligdmeros
e mondmeros eram, em conjunto, 46,7% (em peso). O grau de

desacetilacdo (DDA) era de 38,7% +/-0,9%.

Nas Figuras 2 e 3 ilustram-se andlises por MS em
MALDI-TOF das Amostras 1 e 2. A Figura 2 1indica a
distribuicdo dos homdélogos dos quito-oligdémeros com DP 2 a
DP 10. A distribuicdo dos homdlogos apresenta algumas
diferencas entre as duas amostras. Adicionando os diversos
homélogos respeitantes a um mesmo DP ¢é evidente que a
distribuicdo de DP ¢ semelhante para ambas as amostras, tal

como se evidencia na Figura 3. E importante relembrar que
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as intensidades dos sinais para os diversos oligémeros na
andlise por MALDI-TOF ¢ de natureza gqualitativa, e nao
gquantitativa, e em especial que o©s picos dos oligdmeros
maiores podem aparecer com 1ntensidades relativamente

menores do que 0s picos relativos aos cligdmeros menores.

Exemplo 3: Administragdo dos quito-oligémeros

(Q0) por via oral

Foram administradas a sujeitos que sofriam de
artrite doses didrias de 3,0 g (1 colher de chd, 5,0 mL,
1331 mg de QO) de Amostra 1, quito-oligdmeros em pd, secos
por atomizacdo, dissclvido em Agua, ao longo de pelo menos
5 semanas e até dois anos. Dois destes pacientes
interromperam a administrac¢do durante um periodo de 5-6
semanas, apds a tomarem continuamente como suplemento, e
depois comegaram de novo, tomando 2,9 g de Amostra 2 (1

colher de cha; 5,0 mL, 1331 mg de QO).

Resultados da administragao

Sujeito 1: Tratamento da artrite reumatdide

Un sujeito do sexo feminino, com 55 anos de
idade, sofria de artrite reumatdide. As articulacdes de
ambas as mao apresentavam inchacos severos. O0Os dedos
estavam rigidos e a sua movimentacgao provocava dor. A
sujeita tomou diariamente 3 g do pd de guito-oligdmeros. A

sujeita sentiu uma melhoria significativa apdés 4 a 5
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semanas. Houve um notdvel alivio dos sintomas, e a
inflamacao cessou, e tanto as articulagdes como o0s dedos
voltaram & parecer normais. Houve um alivio da dor e a
sujeita conseguia mover os dedos com mais facilidade, o que
lhe tornou possivel de novo fazer trabalho de precisao. por
volta dos 2 meses ela parcu a administragdo diaria do pd de
quito-oligémeros durante 5-6 semanas. A partir das 3 ou 4
semanas, 0s sintomas da artrite voltaram a pouco e pouco.
Duas ou trés semanas depois da interrupg¢do, comegou de novo
a tomar diariamente 2,9 g da amostra 2 (1331 mg de Q0), de
que resultou reportar um alivio 4 a 5 semanas depois dao
segundo inicio de administragdo. A sujeita ja se mantém sob
uma dose didria de Amostra 1 ou 2 ou de produgdes
semelhantes de quito-oligdmeros, sem inflamagdc nem dor, ha

cerca de 21 meses.

Sujeitos 2-4: Tratamento da artrite reumatéide

Os sujeiltos scfriam de artrite reumatdide. Eles
tomaram diariamente 3,0 g de guito-oligdmeros da Amostra 2.
Ao fim de um més o0s sujeitos descreveram um alivio
significativo dos sintomas de AR. A 1inflamagdo (arti-
culagbes inchadas) tinha sido aliviada e as articulagdes

estavam menos rigidas.

Sujeitos 5-14: Tratamento da osteoartrite

Administrou-se diariamente a cada um de dez

sujeitos que sofriam de osteocartrite 3,0 g da amostra 1,
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2,9 g da amostra 2, ou producgdes de quito-oligdmeros
semelhantes. Passadas 2 a 4 semanas, 8 sujeitos descreveram
resultados positivos, com reducac da inflamacao e da dor.

Dois sujeitos ndo reportaram gualquer alivio dos sintomas.

Para todos o0s sujeitos testados, nao foi
registada qualquer diferenca significativa dos sintomas
entre as Amostras 1 e 2. As altera¢des na preparacdo da
amostra, que foi diferente para as Amostra 1 e 2 (maior
DDA, maior DP), ndo levaram a uma melhoria da actividade
anti artritica, tal como avaliada pelos sujeitos. Estdo a

decorrer mais ensaios.

Lisboa, 19 de Junho de 2007
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REIVINDICACOES

1. A utilizagdo de quito-oligdémeros de N-
acetilglucosamina (NAG) e de glucosamina, para o fabrico de
um medicamento para o tratamento de patologias seleccio-
nadas de entre o conjuntc contendo patologias das articu-
lagdes incluindo a osteocartrite e a artrite reumatdide, as
patologias inflamatdrias, e outros estados de reumatismo,
em que o comprimento da cadeia dos quito-oligdmeros se
encontre na gama de entre cerca de 2-50, e em gue o grau de

desacetilacdo esteja na gama de entre cerca de 0-70%.

2. A utilizagao da reivindicagao 1, em que o
grau de desacetilacdo dos quito-oligdmeros esteja adentro

da gama de cerca de 30-50%.

3. A utilizacgao da reivindicacao 1, em que pelo
menos cerca de 10 %, em peso, dos quito-oligdmeros, tenham

um comprimento de cadeia de 2 a 12.

4, A utilizacdo da reivindicagédo 1, em que
cerca de 15 a 75%, em pesc, dos quito-oligdmeros, tenham um

comprimento de cadeia de 2 a 12.

5. A wutilizagdao da reivindicag¢do 1, para o

fabrico de um medicamento para o© tratamento de uma



EP1435976 -2 -

patologia das articulagBes seleccionada de entre um

conjunto que inclua a ostecartrite e a artrite reumatdide.

6. A utilizacdo da reivindicacdo 1, em gque o
tratamento alivie os sintomas da patologia das articulagdes

no sujeito referido.

7. A utilizagdo da reivindicacdo 1, em que o

medicamento se destine a administrac¢do por via oral.

8. Uma composicéo farmacéutica para o}
tratamento de patologias seleccionadas de entre o conjunto
que contém patologias das articulagbes incluindo a osteo-
artrite e a artrite reumatdide, patologias inflamatdrias,
outros estados reuméticos, a qual inclua quito-oligdémeros
de N-acetilglucosamina (NAG) e glucosamina, em que O
comprimento de cadeia dos quito-oligdémeros se encontra na
gama de entre cerca de 2-50, e em que o grau de

desacetilacao se encontra na gama de cerca de 0-70%.

9. A composigdo farmacéutica da reivindicagao
8, em que pelo menos cerca de 10 %, em peso, dos quito-
oligémeros, tenham um comprimento de cadeia de entre 2 e

12.

10. A composigdo farmacéutica da reivindicacgao
8, em que cerca de 15 a 75 %, em peso, dos quito-oligdmeros

tenham um comprimento de cadeia de entre 2 e 12.
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11. Uma composicgao farmacéutica para o trata-
mento anti-inflamatdério e para o tratamento de patologias
das articulagbes, que inclua quitina parcialmente desace-
tilada e soluvel em 4&gua, com um grau de desacetilacéao

adentro da gama de cerca de 35 a cerca de 50%.

Lisboa, 19 de Junho de 2007
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