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RESUMO

"UTILIZAQKO DE VITAMINA K PARA INVERTER A CALCIFICAQKO DOS

VASOS SANGUINEOS"

A wvitamina K ¢é eficaz a contrariar doengas
cardiovasculares tais como a redugao da elasticidade
arterial normalmente associada ao processo de
envelhecimento. Uma composic¢do farmacéutica ou formulacdo
nutricional compreendendo vitamina K pode ser utilizada
para combater a rigidez das artérias relacionada com o©
envelhecimento e as suas consequénecias, nomeadamente
congestdo pulmonar, hipertensdo, hipertrofia ventricular
esquerda, insuficiéncia cardiaca congestiva (do lado
direito), insuficiéncia wventricular do ladc esquerdo ou
esquerda, insuficiéncia cardiaca croénica, angina de peito,
enfarte do miocdrdio, esclerose de Mdnckeberg e acidente
vascular. Em varias formas de realizagdo, a vitamina K
também pode ser wutilizada para reduzir ou inverter a
calcificacdao de um vaso sanguineo em doengas cardiovas-

culares pré-existentes tals como a arteriosclerose.
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DESCRICAO

"UTILIZAQKO DE VITAMINA K PARA INVERTER A CALCIFICAQKO DOS

VASOS SANGUINEOS"

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invengdo refere-se a utilizagdo de
vitamina K para inverter a calcifica¢do dos vasos

sanguineos.

ANTECEDENTES DA INVENQKO

O processo de envelhecimento estd associado a
alteracgdes fisioldgicas irreversiveis do sistema circula-
tério, levando a um risco aumentado de doengas da pressao
arterial, doencga cardiaca corondria (CHD) e acidente
vascular. Para as mulheres, esse risco aumenta drastica-
mente apdés o inicio da menopausa. Estas patologias tém um
impacto significativo na qualidade de vida para as pessoas
de meia-idade e os idosos e sdo responsaveis por uma grande
proporgdo de mortes e doengas croénicas nas socledades

modernas.

Aos doentes gue sofrem de doeng¢as cardiovascula-
res sao frequentemente receitados anticoagulantes, anti-

hipertensores, medicamentos para abaixamento do colesterol,
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e outros semelhantes. Estes medicamentos normalmente apre-
sentam efeitos secunddrios nocivos ou riscos para a saude e
além disso ndo estac bem estudados os efeitos crénicos de
tomar essa medicacao regularmente ao longo de anos ou
décadas. A medida que aumenta a esperanca de vida, seria
desejavel encontrar terapéuticas naturais seguras e fidveis
de longo prazo para prevenir, tratar ou até mesmo inverter

as consequéncias do envelhecimento sobre a vasculatura.

HA muito que foi reconhecido que a vitamina K &
um componente essencial da dieta. Foi identificada primei-
ramente como um elemento necessdrio para impedir hemor-
ragias por activacdo de factores de coagulagdo do sangue.
Os vitémeros K naturais sdo derivados de menadiona que
diferem uns dos outros guanto a cadeia lateral poliiso-
prendide ligada a posigdo 3 da estrutura do anel. A vita-
mina K pode ser fornecida na dieta por legumes com folhas
verdes escuras (K; ou filoguinona) e por alimentos fermen-
tados tais como queijo e regueijao (K; ou menaquinona). As
vitaminas K, também sdo sintetizadas no intestino delgado
por bactérias simbidticas residentes. A vitamina K também é
necessadria para a carboxilacdo de duas proteinas da matriz

dssea necessaria para o metabolismo normal do 0sso.

No EP-A-0 679 394 e também em Jpn. J. Pharmacol.
(1997) 75:135-143, estd descrito que uma ingestdo dietética
elevada de vitamina K e moléculas relacionadas pode reduzir
mais a calcificacao arterial, mas nao inverté-la, de onde

se conclui que a arteriosclerose pode ser tratada utili-
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zando vitamina K. A arteriosclerose ¢ uma doenga das arté-
rias caracterizada por inflamacao, invasao de macrdfagos,
formagao de células esponjosas, espessamento da intima,
acumulacao de colesterol e formacao de uma placa ateros-
clerdtica, que com o tempo pode ficar calcificada. O
aparecimento da aterosclerose é invariavelmente nas grandes
artérias tais como, por exemplo, a aorta e as artérias
corondrias. Em fases mais avancadas pode observar-se a
ruptura da placa gque leva a oclusdc vascular subita,
enfarte do miocdrdio e acidente vascular cerebral (enfarte

cerebral).

Un processo completamente diferente é o da rigi-
dez vascular devida a perda de elasticidade das artérias. A
rigidez vascular estd associada ao envelhecimento, diabetes
mellitus e disfungao renal; ¢ o resultado da degradacgdo das
lamelas eldsticas da tunica média, resultando em perda de
elasticidade. O inicio da rigidez wvascular ¢ geralmente
observado nos vasos menores, mas estende-se até as artérias
maiores. Isto vai levar a pressao arterial aumentada, alar-
gamento vascular, e em fases posteriores a ruptura (prin-
cipalmente das pequenas) artérias e capilares.

O WO 2004/019923 descreve que a vitamina K &
eficaz para contrariar a redugdo da elasticidade arterial

normalmente associada ao envelhecimento.

Os estudos demonstraram que também aoc nivel mole-

cular a rigidez das artérias relacionada com o envelheci-



PE1728507 -4 -

mento pode ser distinguida da calcificagdo arteriosclerd-

tica/aterosclerdtica.

HA necessidade de composigbes e métodos eficazes

para inverter a calcificacgao dos vasos sanguineos.

SUMARIO DA INVENGAO

Num primeiro aspecto, a presente invencao pro-
porciona a utilizag¢do de wvitamina K para a preparacao de
uma formulacado farmacéutica ou nutricional para inverter a
calcificacdao de um vaso sanguineo num mamifero que sofre de
calcificacdo de um vaso sanguineo, quando se administra ao
mamifero uma quantidade eficaz da referida vitamina K para

inverter a calcificagado de um vaso sanguineo.

Especificamente constatou-se gque a 1ingestdo
elevada de vitamina K pode levar a remoc¢do de precipitados
calcificados de vasos sanguineos que jad foram afectados por
calcificagdo pré-existente. Esta ¢ uma constatag¢do nova e
surpreendente com enorme importédncia para doentes com
doenga arterial existente. As implicag¢Bes para a industria
de nutrig¢do sao que podem ser desenvolvidos alimentos e

suplementos alimentares enriquecidos em vitamina K.

A calcificacdo de um vaso sanguineo associada a
uma doenga seleccionada do grupo que consiste em arte-
riosclerose, incluindo esclerose de Monckeberg, ostecar-

trite, calcificacdo 1induzida por inflamac¢do, incluindo
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doenga de Bechterev, calcificacgao induzida por tumor, cal-
cificacdo da pele, incluindo pseudoxantoma eldstico (PXE) e

calcifilaxia na insuficiéncia renal crdnica terminal.

Noutro aspecto, a invengdo proporciona uma compo-
sigcdoc para promocdo de artérias sauddveis, compreendendo
vitamina K ou um seu derivado, e opcionalmente vitamina D
ou um seu derivado, e um ou mails componentes adicionais
seleccionados de: polifendis, vitamina C, vitamina E
(tocoferdis e/ou tocotriendis), L-arginina, fitosterdis,
péptidos anti-hipertensores, fibras soluveis (e.g. guar,
pectina), acidos gordos omega-3, omega-6 e/ou omega-9,
carnitina, taurina, coenzima Q10, creatina, 4cido fdélico,

folatos, magnésio, potdssio, vitamina B6 e vitamina Bl12.

Ainda noutro aspecto da invencgdo é proporcionado
um kit compreendendo vitamina K ou um seu derivado, e
opcicnalmente vitamina D ou um seu derivado e um medica-
mento, para administracdo simultédnea, separada ou sequen-—
cial, em que o referido medicamento é seleccionado do grupo
gue consiste em: anticoagulantes, antitromboticos, fibrino-
liticos, anti-hipertensores, diuréticos, anti-anginosos,
agentes hipolipidémicos, bloqueadores beta, inibidores de
ACE, glicosidos cardiacos, inibidores de fosfodiesterases,

anti-arritmicos e antagonistas do calcio.

Noutro aspecto da invengdo, ¢ proporcionada uma
composicdo para inverter a calcificag¢ao de um vaso san-
guineo num ser humano, compreendendo cerca de 50 micro-

gramas a 50 miligramas de vitamina K.
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Caracteristicas adicionais e vantagens de varias
formas de realizagao serdao apresentadas em parte na des-
cricao que se segue, € em parte serac evidentes a partir da
descrigao, ou podem ser aprendidas por pratica de vérias
formas de realizacao. Os objectivos e outras vantagens de
vadrias formas de realizacado serdo realizados e atingidos
por meio dos elementos e combinag¢des especificamente

assinaladas na descrigac e reivindicagdes anexas.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra como o Coeficiente de Disten-
sibilidade (DC) varia ao longo de um periodo de estudo de 3
anos, guando placebo, vitamina D (MD) e vitaminas K mais D
(MDK) sdao administradas a um grupo de mulheres pds-meno-

pausicas.

A Figura 2 mostra como o Coeficiente de Compli-
ance (CC) varia ao longo de um periodo de estudo de 3 anos,
guando placebo, vitamina D (MD) e vitaminas K mais D (MDK)

sdo administradas a um grupo de mulheres pds-menopdusicas.

Em cada caso, a barra preta representa a medida
Q.

da linha de base (100%), e as barras sombreadas sac a % de

alteragdo em relagdo a linha de base apds 3 anos.

A Figura 3 ¢ um grdfico que mostra os dados de 18

ratos numa dieta controlada (contendo 5 pug/g de vitamina
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K). Seis ratos foram sacrificados na linha de base, seis
apbs 6 semanas e seis apds 12 semanas. Com excepgao do
calcio celular, ndo se cbservou aumento do calcio durante o

periocdo do teste,

A Figura 4 é um grafico que mostra resultados
obtidos quando ratos receberam um tratamento de 6 semanas
com o antagonista de vitamina K warfarina (indicado como
"pobre em vitamina K") num protocolo que nao influencia a
coagulacdo do sangue, mas afecta sobretudo o estado da
vitamina K éssea e vascular. Seis ratos foram sacrificados
apds 6 semanas de tratamento e outros seis apds 12 semanas
de tratamento. Tal c¢omo ilustrado, houve um aumento

constante de cdlcio na parede arterial.

A Figura 5 é um grédfico que mostra os resultados
obtidos depois de os ratos serem tratados com warfarina
durante seils semanas e subsequentemente alimentados com uma
dieta normal contendo 5 pg de vitamina K por g de alimento
(indicada como "K normal"™). A calcificagdc nao parou

utilizando a dieta normal.

A Figure 6 é um grafico que mostra os resultados
obtidos depois de os ratos serem tratados com warfarina
durante seis semanas e subsequentemente receberem durante
outras seis semanas uma dieta rica em vitamina K. Um grupo
recebeu uma dieta contendo 100 pg/g de vitamina K;, © outro
grupo recebeu uma dieta contendo 100 pg/g de vitamina K

(menaquinona-4). Estas dosagens representam cerca de 20
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vezes a 1ingestdo normal de vitamina K para ratos. A
constatacao mails surpreendente foi que os cristais de
cdlcio pré-formados se tinham dissolvido em grande extensao

como indicado pela diminuicao da calcificacac adrtica.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Para os efeitos desta especificacao e reivindi-
cacbes anexas, salvo indicacdo em contrario, todos os
numeros que exprimem quantidades de ingredientes, percenta-
gens ou propor¢des de materiais, condig¢des reaccionais, e
outros valores numéricos utilizados na especificagdo e
reivindicagdes, devem ser entendidos como sendo modificados
em todos 0s casos pelo termo "cerca de". Em conformidade,
salvoe indicagdo em contrdrio, o©s pardmetros numéricos
apresentados na especificagadao seguinte e reivindicagdes
anexas sao aproximagdes gque podem variar dependendo das
propriedades desejadas que se procura obter pela presente
invengdo. No minimo, e ndo como uma tentativa para limitar
a aplicagdo da doutrina dos equivalentes ao ambito das
reivindicagdes, cada pardmetro numérico deve pelo menos ser
interpretado a 1luz do numero de digitos significativos
descrito e por aplicagdao de técnicas de arredondamento

correntes.

Ndo obstante os valores numéricos e parametros
apresentados, o Aambito alargado da invengdo sdc aproxi-
magdes, o0s valores numéricos apresentados nos exemplos

especificos sdo descritos com tanta exactiddao gquanto possi-
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vel. Qualquer valor numérico, contudo, contém inerentemente
determinados erros que resultam necessariamente do desvio
padrao associado &s correspondentes determinages de teste.
Além disso, todas as gamas aquli descritas sao para ser
entendidas como abrangendo todas e quaisquer subgamas ai
incluidas. Por exemplo, uma gama de "1 a 10" inclui todas e
gquaisquer subgamas entre (e incluindo) o valor minimo de 1
e o valor maximo de 10, isto &, todas e quaisquer subgamas
gue tém um valor minimo igual ou maior do que 1 e um valor

méximo igual ou menor do que 10, e.g., 5,5 a 10.

Note-se que, tal como utilizadas nesta especifi-
cacdo e nas reivindicag¢bes anexas, as formas no singular
"um/uma" e "o/a" incluem os termos no plural salvo se
expressamente e inequivocamente limitados a um referente.
Assim, por exemplo, referéncia a "um mondmero" inclui dois

ou mais mondmeros.

Vali agora ser feita referéncia em pormenor a
determinadas formas de realizacdo da invencgdo, exemplos das
guals estdo ilustrados nos desenhos anexos. Embora a
invencdo va& ser descrita em conjunto com as formas de
realizagdo ilustradas, entender-se-4 que ndo ha intencgdo de
limitar a invengao a essas formas de realizagdao. Pelo
contrdario, a invencgdo pretende abranger todas as alterna-
tivas, modificag¢des e equivalentes, que podem estar inclui-
das dentro da invencdao tal como definida pelas reivin-

dicagdes anexas.
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Preferencialmente vitamina K e derivados refere-
se a um ou mais compostos de Fdérmula 1', e/ou 0s seus sais

farmaceuticamente ou nutricionalmente aceitaveis,

Férmula 1°

em que R pode ser qualquer grupo orgdnico ligado
covalentemente incluindo residuos poliisoprendides, éste-
res, éteres, adutos de tidis, etc. e especialmente 0s seus

compostos de Férmula 2:

Férmula 2

em que n é um numero inteiro de 1 a 12; e em que as linhas
a tracejado indicam a presenga opcional de uma ligacdo

dupla.

Vitamina K e o0s seus derivados, tal como aqui
utilizado, refere-se em particular a filoquinona (também

conhecida como vitamina K;), di-hidrofiloquincna; mena-
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quinona-4 (MK-4) e as menaquinonas de cadeia longa. E
geralmente aceite que a naftoquinona ¢ o grupo funcional,
pelo que o mecanismo de acgdo é semelhante para todas as
vitaminas K. Pode, contudo, esperar-se diferencas no que
diz respeito a absorcgdo intestinal, transporte, distri-
buicao nos tecidos e biodisponibilidade. Para utilizacao na
presente invengdo sao preferidas filoguinona e MK-4, e ¢é

particularmente preferida a filoquinona.

Fontes de vitamina K que podem ser utilizadas de
acordo com a presente invencao incluem as seguintes:
filogquinona de fontes naturais tals como extractos
vegetais, 6leos e gorduras, filoquinona sintética, vitamina
K3 sintética (menadiona), diferentes formas da vitamina K2:
MK-4, MK-5, MK-56, MK-7, MK-8, MK-9, MK-10, MK-11, MK-12 e
MK-13 sintéticas, natto (alimento preparado a partir de
soja fermentada, rico em MK-7), e outros alimentos

fermentados ou produtos lacteos.

Podem  ser fabricados  produtos nutricionais
enrigquecidos em vitamina K para fornecer os requisitos
didrios de vitamina K. Por exemplo, a vitamina K pode ser
adicionada a produtos alimentares, tais como por exemplo
substitutos de refeic¢des, gelados, molhos, temperos, pastas
para barrar, barritas, doces, aperitivos, cereais, bebidas,
etc. por métodos como ©os descritos na EP 1153548. Além
disso, a wvitamina K pode ser utilizada em suplementos
alimentares tais como multivitaminas, comprimidos, cdpsulas

e outras formas.
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A dose de wvitamina K Util na realizagado da
invengdo ndo estd restrita, mas varia, dependendo, por
exemplo, da idade do individuo e do grau de risco de
desenvolver rigidez arterial ou do grau de calcificacgao do
vaso sanguineoc 0Os valores AI correntes ou Ingestdes
Adequadas (determinados pelo Instituto de Medicina) sao 120
Bg para homens e 90 pg para mnulheres. Os beneficios podem
ser obtidos por seleccdao de dosagens mails elevadas do que
0s valores de AI, particularmente em grupos populacionais
em que sao comuns as deficiéncias de vitamina K, por
exemplo entre as mulheres pds-menopdusicas. Por exemplo, as
dosagens adeguadas podem estar na gama de 1 a 1000 pg, de
um modo mais preferido 5 a 500 upg, e de um modo ainda mais
preferido 100 a 200 mug de vitamina K/dia. Quando a
legislacéo nacional permite, pode ser aconselhdvel
proporciocnar gamas de dosagem tac altas como desde 1 a 200
mg/dia, de um modo preferido 5 a 150 mg/dia, e de um modo

ainda mais preferido 10 a 100 mg/dia.

Em varias formas de realizagdo da presente
invengao, a 1ngestao de um teor elevado de vitamina K
induziu a remogdo de depdsitos de cdlcio pré-existentes
dentro das paredes dos wvasos sanguineos. Estas doses em

seres humanos estavam entre 50 ng/dia a 2 mg/dia.

Em termos de peso corporal, a dosagem didria pode
variar entre 0,5 a 200 ng/kg de ©peso corporal/dia,
preferencialmente 0,75 a 25 ng/kg de peso corporal/dia,

mais preferencialmente 1 a 15 ng/kg de peso corporal/dia.
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Tal como aqui utilizado, os termos "quantidade
eficaz" ou "quantidade terapeuticamente eficaz" 530
utilizados indistintamente e referem-se a uma quantidade
que resulta num melhoramento, inversdo ou remediacdoc dos
sintomas da doenga ou patologia. Por exemplo, uma
guantidade eficaz de vitamina K para remover calcio,
reduzir ou inverter a calcificag¢do de um vaso sanguineo em
seres humanos pode estar entre cerca de 50 microgramas/dia
e um limite superior de cerca de 50 miligramas/dia. Em
vadrias formas de realizacgdo, para remover cdlcio, reduzir
ou inverter a calcificagao de um vaso sanguineo em seres
humanos, ¢ preferida uma dose entre cerca de 100
microgramas e cerca de 2 miligramas/por dia. Estas doses
sdo especialmente TUtels no tratamento ou inversdao de

doencas tais como, por exemplo, arteriosclerose.

A vitamina D é incluida juntamente com vitamina K
na composicao utilizada no estudo clinico, e pode
desempenhar um papel importante no apoio a funcdo da
vitamina K de prevenir a rigidez arterial. Pode ser uti-
lizada qualquer forma de vitamina D natural ou sintética,
incluindo vitamina D;, vitamina D, (calciferol), vitamina Dj
(colecalciferol) e analogos da vitamina D (e.g. alfa-
calcidol, di-hidrotaquisterol, calcitriol). As fontes
naturais de vitamina D incluem peixes de 4&gua salgada,
carne de orgdos, ¢leos de figado de peixe e gema de ovo. As
dosagens adequadas de vitamina D sdo 2 a 50 ug/dia, de um
modo preferido 5 a 20 ng/dia, e de um modo mais preferido

cerca de 7 a 10 ng/dia.
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No estudo c¢linico descrito no Exemplo 1, as
medi¢des das propriedades da parede arterial foram feitas
acs t = 0 e t = 3 anos. Este & um bom suporte para a
conclusdo de que a ingestdo de vitamina K durante periodos
longos é uma maneira eficaz de limitar o aumento da rigidez
arterial. O periodo de tratamento preferido é um minimo de
6 meses, de um modo mais preferido pelo menos 18 meses e
idealmente pelo menos 36 meses. De facto, como ndo ha
efeitos secunddrios adversos associados & suplementacdo com
vitamina K dietética, deve ser considerada como um
componente essencial de um estilo de vida saudavel ao longo
de toda a vida, e especialmente ao longo da meia-idade e da

velhice.

A via de administracdo preferida de vitamina K ¢é
a entérica, em especial oral, mas as vias parentérica ou
tépica sdo alternativas vidveis. "Administragdoc oral" tal
como aqui wutilizada inclui administra¢do oral, Dbucal,
entérica ou intragdstrica. 0 termo "administracao
parentérica"™ tal como aqui utilizado inclui qualquer forma
de administragdo em gque a vitamina K ¢é absorvida na cor-
rente sanguinea sem enveolvimento da absor¢gdo através dos
intestinos. Administrag¢les parentéricas exemplificativas
que sao utilizadas na presente invencdo incluem, mas nao
estdo limitadas a administracdo intramuscular, intravenosa,
intraperitoneal, intra-ocular, subcuténea ou intra-

articular.

A vitamina K é convencionalmente proporcionada na

forma de comprimidos ou capsulas, i.e. num formato de
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suplemento farmacéutico ou dietético. Para preparag¢des
farmacéuticas ou suplementos dietéticos a vitamina K pode
ser combinada com veiculos, excipientes ou diluentes farma-
ceuticamente aceitdveis na forma de pilulas, comprimidos
(revestidos ou ndo revestidos), capsulas duras ou moles,
drageias, pastilhas, solugdes, suspensdes e dispersdes
orals, =xaropes ou preparagdes parentéricas estéreis. Os
excipientes apropriados incluem diluentes inertes tais como
carbonato de cdlcio, carbonato de sdédio, lactose, fosfato
de <célcio, fosfato de sdédio; agentes de granulagdo e
desintegracgdo tais como amido de milho ou &acido alginico;
agentes aglutinantes tais como amido, gelatina ou acacia;
efervescentes; e agentes lubrificantes tais como estearato

de magnésio, acido estedrico ou talco.

Também € possivel administrar vitamina K (opcio-
nalmente em conjunto com vitamina D) num produto alimentar
ou bebida fortificada. Os formatos de produtos nutricionais
preferidos sdo: bebidas de sumos, bebidas lacteas, bebidas
em pd, bebidas desportivas, Adgua mineral, bebidas de soja,
chocolate quente, bebidas de malte, biscoitos, pao,
bolachas de &gua e sal, produtos de confeitaria, chocolate,
goma de mascar, margarinas, cremes para barrar, iogurtes,
cereals de pequeno-almog¢o, barras de aperitivo, substitutos
de refeicbes, pods de proteinas, sobremesas, e alimentos
médicos para alimentacdao  por sonda e suplementos

nutricionais.

Podem ser incluidos aditivos convencionais nas

composic¢des da invenc¢do, incluindo quaisquer dos seleccio-



PE1728507 - 16 -

nados de conservantes, agentes quelantes, agentes eferves-
centes, edulcorantes naturais ou artificiais, agentes
aromatizantes, agentes corantes, agentes de dissimulacac do
sabor, acidificantes, emulsionantes, agentes espessantes,
agentes de suspensdo, agentes dispersantes ou molhantes,

anti-oxidantes e outros semelhantes.

"Tensdo arterial elevada" ou "hipertensdo" tal
como aqui utilizado refere-se a uma pressao arterial que

excede persistentemente 140/90 mmHg (sistdlica/diastdédlica).

Em varias formas de realizagdo da presente
invengdo, a vitamina K induz a remogdo de depdsitos de
cdlcio pré-existentes do mamifero. Os vasos sanguineos sao
constituidos por trés camadas, chamadas a partir da camada
do lado exterior luminal, a tunica intima, a tuénica média e
a tunica adventicia. A calcificagdo pode ocorrer em ou numa
gqualguer destas camadas. Tipicamente, a calcificacdo do
vaso sanguineo torna a parede do vaso rigida, fragil e
sujeita a ruptura. Para efeitos da presente inven¢ao, O0S
vasos sanguineos incluem capilares, veias, artérias,

vénulas e/ou arteriolas.

A calcifica¢do incluli a deposigaoc anormal de
cristais de cdlcio em sitios no seio e/ou nos wvasos
sanguineos. Pode ocorrer calcificagdo pré-existente em
doengas tais como, por exemplo, arteriocsclerose em que a
placa aterosclerdética que sofreu calcificagdc pode ocluir

parcialmente ou completamente o0s vasos sanguineos. Em
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vadrias fases da aterosclerose nao sé a placa, mas também o

tecido vascular que rodeia a placa pode calcificar.

Para o presente pedido, arteriosclerose também
inclui a esclerose de Mdnckeberg. Outras doencgas associadas
a calcificacao patoldgica incluem, mas nao estdo limitadas
a calcificacdo de cartilagem (osteoartrite), calcificacéo
induzida por inflamagao (e.g. na doenga de Bechterev),
calcificac¢do induzida por tumor (frequentemente observada
no cancro da mama), calcificagdao da pele tal como no
pseudoxantoma elastico (PXE) e calcifilaxia na insufici-

éncia renal crdénica terminal.

Frequentemente as modalidades de tratamento ndo
farmacolégico/nutricional para a arteriosclerose envolvem
procedimentos com base em cateteres, tais como a angioplas-
tia, que utilizam um cateter inserido numa artéria para
pressionar a placa contra as paredes das artérias para
aumentar o espago para o sangue fluir. A colocagac de um
"stent", normalmente feita apds angioplastia, utiliza um
tubo de rede de arame colocado na artéria danificada para
suportar as paredes arteriais e ¢ utilizado para manter o
vaso aberto. Pode ser realizada uma aterectomia quando se
utiliza instrumentos inseridos através de um cateter para
cortar e retirar placa para que 0O sangue possa fluir mais

facilmente.

Também sdo realizados procedimentos cirurgicos
para tratar a aterosclerose. Estes incluem endarterectomia

ou a remocao do revestimento de uma artéria obstruida com
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grandes placas. A arterioplastia, outro tipo de cirurgia,
envolve a reparagac de um aneurisma utilizando tecido
sintético. Também pode ser realizada cirurgia de derivacao
gquando o fluxo sanguineo é restabelecido utilizando wvasos

sanguineos obtidos de diferentes &reas do corpo.

Em varias formas de realizagdo da presente
invencdo, por administracdo de vitamina K, a necessidade de
tratamento da aterosclerose a base de cateter ou cirurgico
pode ser reduzida ou evitada. Alternativamente, a vitamina
K pode ser administrada como parte de um planc de
tratamento completo da arteriosclerose com os procedimentos
cirtrgicos e/ou a base de cateter ©para remover a

calcificacéao.

Preferencialmente, ha remogdo desde cerca de 10%
a cerca de 100% de depdsitos de cdlcio anormais do wvaso
sanguineo. O pericdo de tratamento preferido para remogao
da calcificacdo pode ser um minimo de 6-12 semanas, de
preferéncia pelo menos 6 a 8 meses e mais preferencialmente
pelo menos 12 meses ou mais. Em varias formas de
realizagao, o periodo de tratamento pode ser para toda a

vida do individuo.

Clinicamente, a calcificacdo pode ser detectada,
por exemplo, por ensalo de stress com tdlio, radiografia,
varrimentos de calcificagbes das coronarias, fluoroscopia,
CT, angioplastia, imagiclogia por MRI, sonografia, bidpsia,

por histoquimica ou outra semelhante.
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O termo "reducado da calcificacdo" ou "calcifiacéao
reduzida” inclui diminuir a taxa de calcificacgdo no e/ou
sobre o vaso sanguineo. Tal como aqui utilizado, o termo
"inversdo da calcificacdo" inclul a remocgdo de cdlcio pré-
existente depositado no e/ou sobre o vaso sanguineo. Embora
0 mecanismo nao seja completamente compreendido, cré-se que
a vitamina K aumenta a MGP (proteina Gla da matriz) para
proteger rigorosamente contra mais acréscimo de calcio,
enquanto que outras proteinas ou células (macroéfagos,
células de misculo 1liso semelhantes a osteoclastos, ou
outras) participam na remogdo propriamente dita do calcio.
Alternativamente, os residuos Gla da MGP (formados sob a
influéncia da vitamina K) tém alguma semelhanga estrutural
com © EDTA, e podem actuar como tal para dissolver
directamente o <cdlcio. Finalmente, pode ser que a MGP
(através dos seus residuos Gla) se possa ligar directamente
aos precipitados de cédlcio (como fazem todas as proteinas
Gla) e exerc¢a actividade quimioc-atractora em relagao a
macréfagos, que se pensa entdo que removem 0S complexos de

cdlcio-MGP.

Em varias formas de realizagdo da presente
inven¢ao, verificou-se que a vitamina K pode ser utilizada
para tratar e/ou inverter a arteriosclerose num mamifero.
Tipicamente, a arteriosclerose é uma doenga das artérias
caracterizada por inflamacgado, invasdo de macréfagos, for-
acdao de células esponjosas, espessamento da intima, aumento
do colesterol e formagdo de uma placa aterosclerdtica, que
com o tempo pode ficar calcificada. O inicio da

aterosclerose ¢ invariavelmente nas artérias maiores tais
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como a aorta e artérias corondrias. Nas fases mais
avangadas pode observar-se ruptura da placa levando a
oclusdo wvascular subita, enfarte do miocdrdio e acidente

cerebrovascular (enfarte cerebral).

Em vdrias formas de realizacdo, a vitamina K é
administrada a um mamifero que sofre de uma doenga cardio-
ascular pré-existente que requer tratamento. Os mamiferos
incluem, por exemplo, seres humancs, bem como animais de
estimacdo tais como cdes e gatos, animais de laboratério
tais como ratos e murganhos, e animais de exploracgdo, tais

como ovelhas, cavalos e vacas.

Tendo Jja descrito genericamente a invencdo, a
mesma pode ser entendida mais facilmente através da
seguinte referéncia aos exemplos seguintes, que sao
apresentados a titulo ilustrativo e ndo pretendem limitar a

presente invengdo salvo se assim especificado.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Estudo «c¢linico para comparar os efeitos da

suplementacdo com vitamina D e vitamina D + vitamina K num

grupc de mulheres pds-menopausicas saudaveis.

Individuos

Os participantes foram inscritos num ensaio
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clinico duplamente cego controlado por placebo de 3 anos em
gue foram investigados os efeitos de suplementos contendo
minerais, vitamina D e vitamina K sobre a densidade mineral
dssea e as caracteristicas das paredes dos vasos sanguieos.
Os critérios de inclusao foram: mulheres aparentemente
saudaveis, caucasianas, entre 50 e 60 anos, e pelo menos
dois anos pds—-menopdusicas. Os critérios de exclusdo foram:
utilizacdo de anticoagulantes orais, corticosterdides,
terapéutica de substituigao hormonal, concentrados
vitaminicos ou suplementos alimentares, e consumo de dlcool
elevado (> 6 copos/dia). No total, 181 mulheres preencheram
0s critérios de participagdo e foram randomizadas para o
estudo. A informacdo sobre factores de risco cardiovasular,
estado de satde actual, histdéria médica, uso de drogas e
comportamento tabigico foi recolhida antes do inicio do
estudo. Dentro deste ensaio o©s participantes foram subme-
idos a exames clinicos nos meses 0, 3, 12, 18, 24 e 36. Os
exames vasculares tiveram lugar no inicio e no final do

estudo apds 3 anos.
Todos 0s participantes deram consentimento
informado por escrito e o ensaio fol aprovado pela Comissdo

de Etica Médica do Hospital Universitdrio de Maastricht.

Concepg¢ao do estudo

Os individuos foram distribuidos aleatoriamente
por trés grupos. No primeiro grupo (n = 60) os partiipantes

receberam um placebo (maltodextrina), no segundo grupo (n =
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58), os participantes receberam um suplemento contendo 500
mg de calcio (complexo de calcio natural derivado do
leite), 10 mg de =zinco, 150 mg de magnésio e 8 ug de
vitamina Ds; (minerais + vitamina D = grupo MD), e no
terceiro grupco (n = 63) o0s participantes receberam um
suplemento contendo os mesmos componentes que o grupo DM,
mas com um adicional de 1 mg de vitamina K- (minerais +
vitaminas D+K = grupo MDK). Os trés tipos diferentes de
suplementos tinham aspecto e sabor semelhantes, e o0s
participantes puderam escolher entre um suplemento na forma
de um pd insipido (para ser misturado com Agua antes do
consumo) ou na forma de comprimidos revestidos com
chocolate com um nGcleo de malte crocante. Os participantes
foram instruidos a tomar uma saqueta com pd ou trés
comprimidos por dia ao fim do dia, de preferéncia apds a
refeigdo. Além disso, foram aconselhados a manter as suas
dietas habituais e evitar tomar suplementos contendo
cdlcio, vitamina D ou vitamina K durante dois meses antes e
ao longo do estudo. A Novartis Consumer Health SA (Nyon,

Suicga) preparou e forneceu todos 0s suplementos.

A artéria cardétida comum direita de cada doente
foli investigada. O mesmo investigador realizou todes os
exames no inicio e no final do estudo e para cada
participante sdo feitas diversas medig¢bes repetidas (5-7)
durante uma sessdo. A reprodutibilidade foli avaliada para
avaliacdo da distensdo e didmetro da artéria cardtida

comum.
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Antes do exame vascular, determinou-se o peso e a
altura com equipamentos normalizados para estimar o indice

de massa corporal (peso/altura%.

Determinacgdes

As medidas dos resultados primarios para efeitos
deste estudo foram as caracteristicas da parede dos vasos
da artéria cardétida comum medida com ultra-sons (ATL Mark

V).

O sistema de rastreio ultrassénico das paredes
vasculares (WTS) para determinar as propriedades da parede
arterial fol descrito em pormenor anteriormente (Hoeks A.
P. et al., Ultrasound Med. Biol. 1990; 16: 121-8, e Kool M.
J. F. et al., Cardiovascular Research 1994; 28: 610-614).
Este sistema de ultrassons d&d estimativas do diémetro
arterial diastdélico final (d) e a variacdo do didmetro da
didstole para a sistole (Ad) normalizado para o diametro
diastélico final (Ad/d) para cada batida do coracgdo
capturada. Em paralelo com a determinacdoc da alteracao do
didmetro, registou-se a pressdo arterial ao nivel da
artéria braquial por meio de um dispositivo oscilométrico
semi-automatizado (DINAMAP). A pressdo de pulso (Ap),
definida <como a pressac arterial sistdlica menos a
diastdlica, foi determinada pela média das trés
determinacdes mais préximas das medidas de distensdo. A

partir de d, Ad e Ap, calculou-se a distensibilidade
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vascular (DC) e & compliance (CC) de acordo com as

seguintes equagdes:

DC = (2dAd + Ad%)/(d’/Ap) (Coeficiente de distensibilidade)

CC = m(2dAd + Ad?)/4Ap (Coeficiente de compliance)

A espessura média da intima (IMT) da parede
posterior foli medida simultaneamente no mesmo local (2-3 c¢cm
proximal a bifurcagdo) da artéria cardétida comum, onde
foram medidos o didmetro e as alteracdes de didmetro. No
final da sessao, o0s ficheircs das ITM registadas sao
processados utilizando o programa de espessura da parede. O
limite para a derivada foi mantido em 0,025. Cada batida do
coragcdo num registo resultou numa estimativa da espessura
da parede; wutilizou-se a mediana das estimativas por

registo para avaliag¢do futura.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando ©
pacote estatistico SPSS (SPSS Corp, Chicago, IL). Os
resultados sao apresentados na forma média + desvio padrao
(DP), salvo indicagé&o em contrario. Somente os participanes
que completaram o estudo foram incluidos na andlise. Além
disso, foram excluidos da andlise os participantes que
durante o estudo tinha comegado a usar medicamentos que sao

conhecidos por terem um efeito directo sobre a parede
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vascular. Além disso, foram excluidos os participantes com
placas aterosclerdticas na artéria cardtida comum e uma
variabilidade elevada nos resultados (traducao arterial de

> 2 mm e variacao batimento a batimento na distensao de >

Un teste t para amostras emparelhadas foi
utilizado para avaliar a alteracdo das caracteristicas da
parede dos vasos ao longo dos trés anos dentro de cada
grupo. Considerou-se um nivel de p <0,05 como sendo
estatisticamente significativo. Para cada participante, foi
calculada a variag¢ado percentual em relacdo a linha de base
de todos o©s parémetros e calculada a variagcdo média em
relacdo a linha de base por grupo. A andlise de resultados
primdria consistiu na comparagdo da alteragdc em DC, CC, PP
e IMT entre o grupo MD e o placebo e entre o grupo MDK e 0
placebo. A andlise de regressdao linear foi utilizada com a
alteragdo de paradmetros vasculares em relagdo a linha de
base como varidvel dependente e os grupos de tratamento e
as diversas covaridveis como varidveis explicativas. Os
valores de linha de base de idade, BMI, tabagismo (sim ou
nac), frequéncia cardiaca e pressao arterial média foram
escolhidos como covaridveis, porque a sua influéncia sobre
a modificagdo das propriedades vasculares ou a resposta a

suplementagdo ndao puderam ser excluidas.

Parametros vasculares de elasticidade

A Tabela 1 pormenoriza as determinacdes de linha
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de base de cada grupo de estudo. A Tabela 2 sumaria por
grupo as diferengas entre os valores médios na linha de
base e no final do estudo para todos os parametros
vasculares com seus niveis de significédncia para amostras
emparelhadas. Como era de se esperar, o0 DC e o CC no grupo

Q

do placebo diminuiu significativamente (de 10% e 6

o\

4

respectivamente). O PP, por outro lado, aumentou em 7%, mas
0 aumento ndo atingiu o nivel de significéncia. No grupo
MD, o DC diminuiu significativamente (em 7%) e o CC
diminuiu em 4%, encuanto a PP aumentou em 6%; no entanto
estas duas ultimas alterag¢des ndo atingiram o nivel de
significlncia. No grupo MDK, no entanto, o DC e o CC
permaneceram aproximadamente constantes durante o periodo
de trés anos, tendo o CC mostrando mesmo uma tendéncia para
aumentar (+3%). A PP manteve-se inalterada durante todo ©

periocdo de estudo.

As Figuras 1 e 2 (ver também Tabela 3 e Tabela
3a) 1lustram a wvariac¢dao percentual do DC e do CC,
respectivamente, dos trés grupos. Apdés o ajustamento para a
frequéncia cardiaca basal, pressdo arterial média, idade,
peso e tabagismo, as alterac¢des no grupo do placebo, em
relagdao ao grupo MDK mantiveram-se estatisticamente
significativas e foram: decréscimo de 8,8% da DC (IC de
95%: 1,9-21,4), 8,6% de reducgdo do CC (IC de 95%: 1,8 a
20,3), e aumento de 6,3% da PP (IC de 95%: -17,1 a -0,7).
Na mesma andlise, ndo foram encontradas diferencas entre as
alteracgdes no grupo do placebo e MD: diminuigdo de 2,5% do

DC (IC de 95%: -14,8 a 6,3), 2,2% de reducgdo do CC (IC de
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95%: -13,8 a 6,3), e aumento de 0,11% da PP (IC de 95%: -

5,6 a 12,1).

Discussao dos resultados

Os efeitos nocivos sobre as artérias do
envelhecimento da populacgao durante um periodo de trés anos
sdo claramente evidentes a partir do grupo de controlo
(placebo) e sublinham o quao rapidamente a vasculatura pode
entrar em declinio. O médico, consciente da ligagdo entre a
diminuic¢do da elasticidade das artérias e diversas doengas
cardiovasculares, reconheceria a partir destes dados que ha
uma necessidade urgente de encontrar um método de
tratamento capaz de combater o declinio rapido da
elasticidade arterial, particularmente em mulheres pds-

menopausicas.

O grupo MD, que recebeu um suplemento de vitamina
D, ndo evidenciou gualquer melhoramento nas medidas do
envelhecimento da parede vascular em rela¢do ao grupo do
placebo. Pode-se concluir que o fornecimento s¢ de vitamina
D ndo ¢ capaz de oferecer beneficios cardiovasculares as
mulheres na pds-menopausa que preencham os critérios

aplicados no presente estudo.

Em nitido contraste com os grupos do placebo e
MD, © grupo MDK mostrou melhoramento relativo significativo
em distensibilidade, compliance e pressao de pulso durante

0 periodo de 3 anos do estudo. Estes resultados demonstram
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gue o consumo regular de vitamina K, ou da combinacao de

vitamina K e vitamina D, pode desacelerar e talvez até
mesmo inverter o processo de rigidez das artérias. Como
consequéncia da desaceleracao do processco de rigidez

arterial, a suplementacgac com vitamina K inevitavelmente

tem impacto na incidéncia de doengas cardiovasculares

ligadas a rigidez das artérias, incluindo as relacionadas

com aumento da tensdo sobre o cora¢do e responsividade

reduzida do sistema circulatdério a alteracgdes requeridas.

Tabela 1

Caracteristicas basais (média * desvio padrdo) nos trés grupos de tratamento

Placebo (n=40) | Grupo MD (n=30) |Grupo MDK (n=38)
Caracteristicas basais

Média + DP Média + DP Média + DP
TIdade (anos) 54,1 + 3,0 55,9 + 2,8% 55,4 + 2,8
Peso (kg) 69,5 + 11,9 70,6 + 11,1 66,3 + 9,5
Altura (m) 1,65 £ 0,05 1,65 £ 0,07 1,63 £ 0,06
BMI (kg/m’) 25,6 + 4,3 26,0 = 4,4 25,1+ 3,1
Idade pés—-meno-pdusica (anos) 4,6 £ 3,7 7,6 £ 5,1** 5,1 £ 4,3
Nao fumadores (%) 75,0 73,9 85,0
Didmetro (p) 7162 + 562 7314 + 582 7173 £+ 411
Distensédo (pm) 372 + 118 353 + 83 332 = 83
Pressao de pulso (mmHg) 51,9 = 11,1 52,9 £ 10,1 53,7 £ 14,3
Frequéncia cardiaca

60,8 £ 9,2 63,1 £ 8,9 60,6 £ 6,6
(pulsacdes/min)
CC (mnf/kPa) 0,64 £ 0,23 0,61 + 0,20 0,56 + 0,17
DC (MPa™) 15,8 £ 5,2 14,5 = 4,0 14,0 = 4,0
IMT (mm) 0,63 £ 0,11 0,64 £ 0,10 0,61 + 0,08

* significativamente diferente do placebo (p < 0,05)

** gignificativamente diferente do placebo e do grupo MK (p < 0,05)
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Tabela 2

Alteracdo das caracteristicas dag paredes vasculares (média + desvio padrido) na

populagdo do estudo apds 3 anos

Caracteristicas das
paredes dos vasos

Placebo (n=40)
Diferenca entre T=0 e
T=3 anos

(teste t emparelhado)

Grupo M (n=30)
Diferenca entre T=0 e
T=3 anos

(teste t emparelhado)

Grupo MK (n=38)
Diferenca entre T=0 ¢
T=3 anos

(teste t emparelhado)

Didmetro (n)

1961295 (p=0, 00)

154+179 (p=0,00)

1314226 (p=0, 00)

Distensao (um)

-21+61 (p=0, 03)

~12,6247 (=0, 15)

-3,9449 (p=0,63)

Pressdo de pulso (mmiy)

2,749,9 (p=0,09)

2,8£10,1 (p=0,14)

-0,18+7,6 (p=0,89)

DC (MPat)

-1,8%3,4 (p=0,00)

-1,443,0 (p=0,02)

-0,3943,0 (p=0, 43)

CC (mt/kPa)

-0,05£0,1 (p=0,01)

-0,0440,11 (p=0, 10)

0,01%0,11 (p=0,75)

IMI (mm)

0,0540,08 (p=0,00)

0,0220,09 (p=0,32)

0,0620,06 (p=0, 00)

Frequéncia cardiaca

(pulsacdes/min)

3,027,0 (p=0,01)

Tabela 3

% média de alteracdo em relacdo a linha de base das caracteristicas das paredes dos vasos.
(para cada individuo a alteracdo % em relagdo a linha de base é calculada para cada

varidvel e em sequida é calculada a média destas alteracdes individuais por cada grupo)

Caracteristicas das

paredes dos vasos

Placebo (n=40)
% de alteracao
média em relacdo a

linha de base

Grupo MD (n=30)
% de alteragao
média em relacdo a

linha de base

Grupo MDK (n=38)
% de alteracgao
média em relacdo a

linha de base

Didmetro (1) 2,8% + 4,1 2,2% + 2,5 1,8% + 3,1
Distensdo (jm) -4,3% + 15,9 -2,4% + 13,0 0,3% + 15,9
Pressdo de pulso

6,5% + 19,7 6,3% + 30,0 0,2% + 13,4*
(mmbg)
DC (MPa™) -9,6% + 21,4 -7,1% + 18,3 -0,8% + 21,9+
oC (mm/kPa) -5,9% + 19,5 -3,7% + 18,6 2,7% + 20, 4%
IMT (mm) 8,6% + 13,5 1,0% + 13,9 9,8% + 9,8%

peso, tabagismo,

linear Tabela 3a)

pressdo arterial média e ritmo cardiaco

*diferenca significativa em relacdo ao placebo apds ajustamento quanto

a idade,

(andlise de regressdo
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Tabela 3a

Andlise de regressdo multivariada dos efeitos do grupo MDK e do grupo MD em|
comparagcao com o placebo sobre a alteracdo das caracteristicas das paredes do
vaso apds trés anos com as seguintes co—variaveis: idade, peso, tabagismo,

frequéncia cardiaca e pressdo arterial média da linha de base
Variaveis Coeficiente + MEP P IC 95%

Y = alteracdo da DC (% em relacdo a

linha de base)

¥ = MDK 11,7 + 4,8 0,020 1,9 a 21,4

X =MD 4,2 £ 5,3 0,430 | -6,3 a 14,8

Y = alteracdo da CC (% em relacédo a

linha de base)

X = MDK 11,1 + 4,7 0,019 1,8 a 20,3

X = MD 3,8 5,0 0,459 | -6,3 a 13,8

Y = alteracdo da PP (% em relacdo a

linha de base)

X = MDK -8,9 + 4,1 0,034 |-17,1 a -0,70
X =M -3,3 4,5 0,0465 -12,1 a 5,6
Y = alteragdo da IMT (% em relagdo a

linha de base)

X = MK 3,0 + 3,1 0,345 |-3,23 a 9,15

X =MD 2,4 % 3,3 0,476 -8,9 a 4,2

Exemplo 2

Neste exemplo demonstra-se que uma dieta rica em
vitamina K induz o desaparecimento de calcificacbes arte-
riais pré-existentes. A experiéncia foli realizada utili-
zando 48 ratos. Cada ponto nas varias curvas ilustradas nas
Figuras 3-6 é a média de seis, que foram sacrificados. A

aorta tordcica fol dissecada, homogeneizada, e os sails de
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cadlcio precipitados foram dissolvidos em Aacido fdérmico. A
concentragdo de cdlcio total no extracto fol avaliada por
absorciometria atdmica, e estd expressa em microgramas de

cadlcio por grama de tecido.

A Figura 3 mostra os dados de 18 ratos numa dieta
de controlo (contendo 5 g/g de vitamina K). Seis deles
foram mortos na linha de base, sels apds 6 semanas e O0OS
tltimos seis apds 12 semanas. Com excepgdo do cdlcio
celular, nédo se observou aumentc de cdlcio durante o
periocdo do ensaio. 0s restantes 30 ratos receberam um
tratamento de 6 semanas com 0O antagonista de vitamina K
warfarina num protocolo que nac influencia a coagulacao do
sangue, mas afecta sobretudo o estado da vitamina K 6ssea e
vascular. O protocolo utilizado envolve a administragdo
oral de uma mistura de warfarina (3 mg/g de alimento) e
vitamina XK1 (1,5 mg/g de alimento) e esta amplamente
explicado em: H. M. H. Spronk et al., Tissue-specific
utilization of menaguinone-4 results in the prevention of
arterial calcification in warfarin-treated rats, Journal of
Vascular Research 2003; 40:531-537. Este tratamento ¢&
designado como "de baixo teor de K". Seis ratos foram
sacrificados apds seis semanas de tratamento, e outros seis
apdés 12 semanas de tratamento. Como se pode ver a partir da
figura 4, houve um aumento constante de cdlcio na parede
arterial, que pode ser identificado como precipitados
calcificados por histoquimica, em gue as artérias foram
fixadas em formol tamponado com fosfato a 4% e os tecidos
foram completamente seccionados e cada quinta seccgao foi

rastreada quanto a calcificacgdo utilizando coloracdo de Von
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Kossa (30 minutos, 5% de nitrato de prata) (dados ndo

apresentados) .

Os outros ratos foram primeiramente tratados
durante seis semanas com warfarina. Um grupo de animais foi
subsequentemente alimentado com a dieta padrdo contendo 5
pg de wvitamina K por g de alimento (indicado como "K
normal”) . Surpreendentemente, a calcifica¢ac nao parou com
a mudanca de dieta: a calcifica¢do continuou como na expe-
riéncia anterior. Aparentemente, a presenca de precipitados
de cdlcio ¢ um iniciador suficiente para continuar a
calcificacao posterior (ver Figura 5) quando se utiliza uma

dieta normal.

Finalmente, utilizou-se dois grupos de seis ratos
gque tinham recebido o primeiro tratamento de seis semanas
com warfarina, e uma dieta rica em vitamina K no segundo
pericdo de 6 semanas. Um grupo recebeu uma dieta contendo
100 ng/g de wvitamina K;, o outra uma dieta contendo 100
Bng/g de vitamina K; (menaquinona-4). Como nao houve
diferenca entre os resultados para K; e K;, apresenta-se as
médias de ambos os grupos na figura 6 (designadas como
"ricas em K"). As conclusdes surpreendentes foram que nao
foi encontrada uma diferenca entre os efeitos da vitamina
K; e K;, enquanto gque essas diferencas foram encontradas na
prevencdo da calcificacao. Isto pode estar relacionado com
a dose relativamente elevada utilizada, e podem ainda ser
encontradas eficdcias diferentes a partir de experiéncias
de resposta a dose. A constatagdo mais surpreendente,

porém, fol que os cristais de cadlcio pré-formados se tinham
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dissolvido em grande medida, mesmo  neste  periodo
relativamente curto de tratamento. Pode-se esperar que apos
tratamento prolongado todos o0s precipitados calcificados se
vao dissolver pela ingestao elevada de vitamina K. A dose
utilizada para dissolver precipitados calcificadas na aorta
foi 20 vezes a dose normal utilizado (em comparag¢ao com a
dose didria recomendada em seres humanos). Se extrapolados
para seres humanos o consumo efectivo de vitamina K deve
portanto ser aumentado de 100 ug/dia para 2 mg/dia. Vao ser
iniciadas experiéncias em gue sdo utilizadas doses mais
baixas. No entanto, € provavel que possa ser observado um
efeito semelhante em doses mais baixas, mesmo tdo baixas
gquanto 1-2 vezes o consumo didrio normal. Isto acabou por
estar relacionado com & dose relativamente elevada
utilizada. A experiéncia foi repetida com doses cinco vezes
mais baixas de K1 e MK-4. Resultou que, em doses de 20 ug/g
de alimento, a vitamina Kl ndo diminuiu significativamente
a taxa de calcificacao das artérias, resultando num teor de
calcio de 2,8 pug/g de tecido arterial. A suplementacdo do
alimento com quantidades semelhantes de K2 (menaquinona-4),
por outro 1lado, resultou em concentragdes de célcio nos
tecidos de 0,8 wug/g de tecido arterial, que era
significativamente inferior ao teor de calcio do tecido
antes do tratamento (1,7 ug/g de tecido). A constatacgao
mais surpreendente destas experiéncias foi a de que os
cristais de cdlcio pré-formados se tinham dissolvido em
grande extensdo, mesmo neste periodo de tratamento
relativamente curto. Pode esperar-se que apds tratamento
prolongado todos o©0s precipitados calcificados se vao

dissolver pela ingestdo elevada de vitamina K. A dose
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utilizada para dissolver precipitados calcificados na aorta
era 4-20 vezes a dose normal utilizada (em comparagao com a
dose didria recomendada em seres humanos). Se extrapolado
para seres humanos, o consumo efectivo de vitamina K deve
ser assim aumentado de 100 ng/dia para 2 mg/dia para Kl e
400 pg/dia para K2. Vao ser iniciadas experiéncias em que
sdo utilizadas doses ainda mais baixas. E provdvel que um
efeito semelhante possa ser observado em doses mais baixas
de vitamina K, mesmo tdo baixas como 1-2 vezes 0O COnsumo
didrio normal. 1Isto val depender de factores como a
absor¢gao de vitamina K uma vez que a vitamina K
suplementada sintética é tipicamente melhor absorvida (e.g.
10-20 vezes) do que a vitamina K nutricional (e.g. que pode

estar ligada a cloroplastos na matriz alimentar).

Exemplo 3

Noutra experiéncia foi induzida calcificacdo vas-
cular em ratos (n = 30) alimentando-o0s com a dieta descrita
anteriormente contendo warfarina (3 mg/g de alimento) e
vitamina K; (1,5 mg/g de alimento). Estes animais sdo
designados como o grupo W&K. Ratos do grupo controlo (n =
18) ndo receberam warfarina e receberam uma dose normal de
vitamina K; (5 pg/g de alimento: ~ 10 vezes a guantidade
minima necessdria para a coagulacdo do sangue ideal). A
partir do grupo de controlco, seis ratos foram sacrificados
no inicio da experiéncia para medir o teor de calcio da
linha de Dbase da aorta abdominal e artéria cardtida

esquerda. Apds seis semanas de tratamento, 6 ratos do grupo
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de controlc e 6 ratos W&K foram sacrificados para
monitorizar o efeito do tratamento. Os restantes animais do
grupo W&K (n = 24) foram subdivididos em quatro grupos de
sels ratos para outro tratamento de seis semanas. Um grupo
continuou com a dieta W&K, enquanto que a warfarina foi
interrompida nos restantes trés grupos: um grupo recebeu
vitamina K; normal (5 ug/g de alimentos), um grupo recebeu
dieta rica em vitamina ¥K; (100 pg/g de alimento: ~ 200
vezes a dose minima necessaria), e o Ultimo grupo recebeu
dieta rica em vitamina K, (menaquinona-4, 100 ng/g de
alimento). Além disso, o0s restantes 6 ratos do grupo de
controlo continuaram a sua dieta durante mais seis semanas.
A artéria cardtida direita de todos os animais foi
dissecada e utilizada para determinar a distensibilidade
arterial. Segmentos da artéria (3-4 mm) foram montados num
arteridégrafo (Living System Instrumentation, Burlington,
EUA) em que o didmetro arterial pode ser monitorizado
continuamente. Ambas as extremidades dos vasos foram
canuladas em micropipetas de vidro com 120 a 150 pm de
largura e amarradas com dois fios de nylon com espessura de
17 pym. Os segmentos arteriais foram banhados numa cdmara de
orgdocs de 10 mL cheia com soro fisioldgico isento de calcio
(composigdo em mmol/L: NaCl 144, KC1 4,7, Mgs0, 1,2, 1,2
KH,PO,, HEPES 14,9 e glucose 5,5, pH 7,4), que fol mantida
a 37°C e gaseificada com 95% de 0O, e 5% de CO,. Apds a
administragdo de 10 pmol/L de nitroprussiato de Na para
garantir vasodilatagdo mdxima, a pressdo intra-arterial foi
progressivamente aumentada de 10 para 200 mm Hg. A

distensibilidade arterial ou a mudanca relativa do volume



PE1728507 - 36 -

do lumen arterial induzida por um determinado aumento de
pressao foi calculada por: AC = AA/A, AP (DC =
distensibilidade, A = 4&rea, P = pressao). A Tabela 14
sumaria a relacdo pressao—didmetro das artérias cardtidas
isoladas durante a vasodilatagdo méaxima ({(cinco grupos da
experiéncia de 7-12 semanas). Dentro de uma gama de pressao
fisiolégica (80-120 mm Hg) a distensibilidade arterial era
significativamente menor nos grupos W&K e K normal do que
nos grupos de controlo e de dieta rica em vitamina K. A 100
mmHg a distensibilidade média era de 0,59 + 0,31, 0,34 #
0,09, 0,41 + 0,08, 0,60 + 0,12 e 0,80 + 0,07 mmHg ~ para o
controlo, W&K, K; normal, K; alta e K, alta, respectivamente
(significancia p <0,02 em comparagdo com a W&K). A niveis
de pressdo arterial> 100 mmHg a distensibilidade no grupo
K, foi substancialmente e significativamente (p <0,01)
maior do que em qualquer grupo de K; alta ou nos animais de

controlo.

Colectivamente, estes resultados indicam gque O
tratamento W&K aumentou a rigidez arterial e gue este sé
fol revertido pela ingestdo de dieta rica em vitamina K e
naoc pela ingestdo da dieta com vitamina K normal, e que a
K, teve um efeito mais pronunciado do que a K;. Mediu-se a
distensibilidade arterial como um pardmetro clinico de
elasticidade vascular. A experiéncia apresentada na Tabela
4 demonstra que a warfarina induziu rigidez da parede dos
vasos arteriais. Isto é consistente com o trabalho de
Essahili et al. (Essalihi R., Dao H. H., Yamaguchi N.,

Moreau P. A new model of isolated systolic hypertension
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induced by chronic warfarin and vitamin K1 treatment. Am.
J. Hypertens. 2003; 16:103-10) que mostraram que ©
tratamento com warfarina resultou em aumentos da pressao de
pulsc adértica, pressao de pulso e pressao arterial sis-
tdélica. No nosso modelo, vitamina K; normal na dieta nao
foi capaz de afectar a elasticidade wvascular. Surpreen-
dentemente, porém, durante a dieta rica em vitamina K
(ambos K; e K;) foram restauradas as propriedades vascu-
lares que haviam sido perdidas por calcificagdo induzida

pela warfarina.

Tabela 4
Pressao Alto teor de | Alto tecr de
] Controlo K&W K, normal

sanguinea K K

mmHg n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

80 0,52 +0,03 | 0,47+0,11| 0,42+ 0,13 | 0,54 £0,17| 0,47 £ 0,24
85 0,65+ 0,07 | 0,51 +£0,14| 0,41 +0,15| 0,45 £0,17 | 0,77 £ 0,09
90 0,40 + 0,04 | 0,49 +0,14| 0,52 0,21 | 0,74 £0,18 | 0,70 £ 0,19
95 0,56 +0,14 | 0,49 + 0,24 | 0,452 0,18 | 0,45 £ 0,04 | 0,61 £ 0,17
100 0,59 +0,3 ]0,34+0,09| 0,41 + 0,08 | 0,60 £0,12 | 0,80 £ 0,07
105 0,53 +0,28 | 0,33 +0,25|0,38+0,17| 0,54 £0,12 | 0,57 £ 0,04
110 0,5 +0,12 | 0,26 + 0,17 0,31 0,25 | 0,41 £0,19 | 0,83 £ 0,10
115 0,37+0,03 |0,17+0,15| 0,23 0,14 | 0,33 £0,17 | 0,5 £ 0,12
120 0,28 +0,03 | 0,11 £ 0,09 0,15 0,12 | 0,22 £ 0,16 | 0,48 £ 0,08

Tabela 4: Efeitos do estado de vitamina K sobre
as propriedades mecdnicas de artérias cardtidas isoladas de
rato. A relacdo pressdo-didmetro foi monitorizada para

animais no ponto de tempo de 12 semanas, recebendo a dieta
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de controlo (n = 6), o0s da dieta W&K (n = 6), em dieta de
vitamina K normal (n = 6) e animais com dieta rica em
vitamina K; ou K; (n = 6 por grupo). O diadmetro arterial ¢
expresso como uma func¢ao do aumento da pressac. Os dados

sdo apresentados como a média *DP,

O modelo animal que foi utilizado imita a escler-
ose da média arterial (também conhecida como esclerose de
Mdnckeberg). A esclerose da média é particularmente comum
na diabetes mellitus, insuficiéncia renal crénica terminal
e envelhecimento. E de notar que os doentes com doenga
renal crdénica (DRC) apresentam um risco elevado de doenga
cardiovascular. Esses doentes frequentemente recebem uma
dieta rica em cdlcio (para complexar fosfato), vitamina D e
warfarina (para prevenir eventos trombdéticos). Recentemente
demonstrou-se, contudo, que cada um destes tratamentos estd
associado a um risco aumentado de calcificagido arterial.
Dado o facto de as calcificagbes arteriais permitirem
prever eventos cardiovasculares, a regressao da calcifi-
cagao arterial pela ingestdo de vitamina K pode ajudar a
reduzir © risco de morte em pacientes com DRC e doenga
arterial coronariana. Evidentemente que esse tratamento sé
¢ possivel em doentes que nao estdao a receber tratamento

com anticoagulante cral.

Lisbca, 20 de Maio de 2011
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REIVINDICAGCOES

1. Utilizacao da vitamina K para a preparacgao
de uma formulagdo farmacéutica ou nutricional para inverter
a calcificacao de um vaso sanguineo num mamifero que sofre
de calcificagdo de um vaso sanguineo, quando administrada
ao mamifero uma quantidade eficaz da referida vitamina K

para inverter a calcificacdo do vaso sanguineo.

2. Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 1,
em que a inversdo da calcificagdo de um vaso sanguineo
inclui a remocgdo dos depdsitos de cdlcio pré-existentes no

e/ou sobre o vaso sanguineo.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 1,
em que a calcificagdo de um vaso sanguineo estd associada a
uma doenga seleccionada do grupo que consiste em arterios-
clerose, incluindo a esclerose de Mdnckeberqg, osteocartrite,
calcificacao induzida por inflamag¢do, incluindo a doenga de
Bechterev, calcifica¢ao induzida por tumor, calcificagao da
pele incluindo o pesudoxantoma elastico (PXE) e calcifica-

¢cdo na insuficiéncia renal crénica terminal.

4, Utilizag¢do de acordo com a reivindicagao 1,
em que a vitamina K estd contida num produto alimentar ou

bebida ou num suplementc dietético.

5. Utilizacdo de acordo com a reivindicacac 1,

em que a formulacdo compreende ainda vitamina D.
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6. Utilizagao de acordo com a reivindicagao 1,
em que a calcificacao é da tunica média da aorta ou artéria

cardétida comum.

7. Utilizacao de acordo com a reivindicacao 1,
em que a vitamina K compreende vitamina K; (filoguinona),

vitamina K; (menaquinona) ou uma sua associacgdo.

8. Utilizac¢do de acordo com a reivindicacao 1,

em que a dosagem didria de vitamina K é 50 pg-2000 upg.

9. Utilizac¢do de acordo com a reivindicacao 5,

em que a vitamina D é vitamina D; (colecalciferol).

10. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1,

em que o mamifero é um ser humano.

11. Utilizacao de acordo com a reivindicagao 2,
em que a vitamina K é administrada a um mamifero numa toma
eficaz de vitamina XK; de 2 mg/dia ou uma toma eficaz de

vitamina K; de 400 ng/dia.

Lisbca, 20 de Maio de 2011
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