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POLISSACARIDEOS SULFATADOS OBTIDOS DE MACROALGAS VERDES
MARINHAS COM CAPACIDADE DE MODULAR A NEOVASCULARIZACAO

Campo da Invencdo

A presente invencdo é relativa a utilizagdo de polissacarideos
sulfatados obtidos de macroalgas verdes, com atividade moduladora
da neovascularizacdo in vivo inibindo a formagdo de novos vasos a
partir da diferenciagcdo de células endoteliais. Especificamente, trato da
utilizacdo desses polissacarideos na terapia antitumoral de diferentes
tipos de ca@nceres. Adicionalmente, a invengdo refere-se ao uso destes
polissacarideos sulfatados como agentes ativos no fratamento de outras

doencas dependentes da neovascularizagdo fisiopatoldgica.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Técnica

H& mais de 40 anos, Folkman (1971) propds o conceito de
controle do leito vascular — estimulagdo ou inibicdo de novos vasos —
como uma alternativa terapéutica para diversas condigdes clinicas. Em
pouco tempo, o controle da angiogénese passou a ser considerado
como um dos pontos estratégicos na luta contra o céncer e doengas
dependentes da neovascularizagdo, e, inOmeras pequisos voltaram-se
nessa direcdo. Essas pesquisas desvendaram os principais agentes desse
processo e o papel de cada um deles. Gragas ao empenho desses
pesquisadores, hoje hd meios de modular a formagdo de novos vasos.

A formacdo de novos vasos ocorre, basicamente, por dois
processos: vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese € O
processo de formacdo dos primeiros vasos na fase embriondria em

animais, j@ a angiogénese é o processo de obtencdo de novos vasos a
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partir de vasos j& existentes. Apesar da aparente simplicidade, trata-se
de processos complexos confrolados delicadamente por uma
variedade de fatores promotores e inibidores da vascularizagdo. O
papel e o mecanismo exato de agdo de alguns destes fatores
permanece desconhecido, ou apenas parcialmente esclarecido.

De modo geral, o estimulo inicial bdsico para angiogénese seria
uma deficiéncia no suprimento sanguineo e redugdo no aporte de
oxigénio as células, causando hipdxia tecidual. A hipdxia é o sinal que
deflagra mecanismos intracelulares para aumentar a expressdo de
fatores pré-angiogénicos, como o fator de crescimento derivado do
endotélio (VEGF) e o fator de crescimento dos fibroblastos (FGF). Ao
mesmo tempo, a producdo de fatores antiangiogénicos, como a
angiostating, é inibida. Quando os fatores pré-angiogénicos superam os
fatores antiangiogénicos, as células endoftelicis trocam seu estado
quiescente por um estado ativo, transicdo conhecida como “troca
angiogéncia”. Tudo indica que o VEGF atua como principal fator pré-
angiogénico, desempenhando um papel central nesse processo.

Em humanos, a angiogénese ocorre tanto em situagoes
fisiologicas, como na embriogénese € no processo de reparagcdo
tecidual, quanto em situagdes patoldgicas. O crescimento tumoral e
metastdtico, a degeneracdo macular relacionada & idade
neovascular, a artrite reumatdide e a retinopatia diabética s@o, os
principais exemplos de doencas, em que a angiogénese & parte
fundamental do mecanismo fisiopatolégico.

Atualmente, poucas drogas inibidoras angiogénicas estdo
liberadas pela FDA (U.S. Food and Drug Administration) para o
tratamento de doencas dependentes da neovascularizagdo
fisiopatolégica. A exemplo disso, o Bevacizumab, principio ativo do

Avastin® - Roche é um anticorpo monoclonal humanizado que,
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bloqueia VFGF e é empregado no tratamento de primeira-linha, em
pacientes com carcinoma metastatico do célon ou do reto, no cancer
de mama, de pulmdo e de células renais. No entanto, diversos efeitos
colaterais sdo observados nos pacientes durante e apds a
administracdo dessa droga, como por exemplo: maiores taxas de
hipertensdo arterial, Ulceras no estbmago e no infestino, perfuracdes
intestinais, e embriotoxicidade. Além disso, em novembro de 2011, a
FDA retirou a liberac@o de Bevacizumab para a tratamento de cdncer
de mama em estédgio avancado, mencionando que, ndo hda
comprovacdo de que o medicamento seja capaz de prolongar a vida
dos pacientes com a doenga.

Ranibizumab, principio ativo do Lucentis® - Genentech € um
fragmento de anticorpo monoclonal recombinante humanizado,
liberado pela FDA para o uso clinico. Este fdrmaco, um derivado de
Bevacizumab é atualmente empregado no tratomento de doengas
oculares dependentes da angiogénese fisiopatoldgica, como a
refinopatia diabética e a degeneragdo macular relacionada a idade
neovascular. No entanto, seu uso é dificultado pelo alto custo, além de,
ocasionar irritacdes severas na regido ocular do paciente, como por
exemplo: sangramento, manchas, inflamagdes e aumento da pressdo
ocular.

Nes’ré contexto, & de exirema importéncia a aplicagdo de
polissacarideos sulfatados, obtidos de fontes naturais, como farmacos,
visto que esses compostos ndo apresentam nenhum fipo de toxicidade
em modelos animais, sdo naturais e biodegraddveis. Além disso, a
producdo, obtencdo e purificagdo destes polissacarideos, sdo
resultantes de etapas simples e de baixo custo.

Importantes atividades bioldgicas sdo observadas em estudos

com polissacarideos sulfatados obtidos de fontes ndo-animal, como por




10

15

20

25

4/17

exemplo: anticoagulante, antioxidante, antiproliferativa, antitumoral,
antiinflamatéria, antiviral e antfiadesiva. A relagdo entre a estrutura
quimica e a atividade biolégica dos polissacarideos sulfatados ainda
ndo estd claramente estabelecida. No entanto, é provavel que
algumas disposicdes estruturais nestes polissacarideos sejam necessarias
para a atividade biolégica, especiaimente a presenga de grupos
sulfato, capazes de assegurar interagdes com proteinas catidnicas. De
fato, a importancia da massa molecular também deve ser considerada.

Dias e colaboradores (2008) demonstraram que fucanas
sulfatadas, obtidas de uma espécie de alga marrom, Sargassum
stenophyllum, sdo capazes de inibir a neovascularizagdo através do
CAM-assay. No entanto, o rendimento destes polissacarideos & baixo
(aproximadamente 4%) em relagdo & biomassa algal. Em
contrapartida, ramnanas sulfatadas com capacidade de modular a
neovascularizacdo, extraidas de macroalgas verdes, podem chegar até
50% de rendimento de exitracdo, em relagdo ao peso seco da alga.

Oligossacarideos, obtidos afravés de hidrélise dacida de
galactanas extraidas de sementes de uma espécie vegetal, Lupinus
polyphyllt)s, demonstraram atividade antiangiogénica em embrides de
galinha (Kasbauer et al., 2001). No entanto, além da hidrdlise quimica
para ‘ob’renc;ao de oligossacarideos, é necessdrio sulfatar quimicamente
essesbligossocon’deos para que eles, exibam esta capacidade de inibir
a angiogénese. Como polissacarideos exiraidos de macroalgas verdes
marinhas s@o sulfatados naturaimente, essa etapa de sulfatagdo ndo é
necessaria.

De modo a contfornar estes inconvenientes do fratamento de
doencas dependentes da neovascularizagdo, a presente invengdo
relata, a potente capacidade de inibir a neovascularic@io por fracoes

polissacaridicas sulfatadas, obtidas de duas espécies de macroalgas
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verdes marinhas (Gayralia  brasiliensis e Gayralia  oxyspermal).
Particularmente, esta capacidade foi evidenciada em modelo animal,
utilizando embrides de galinha e heparina porcina (HP), com atividade

antiproliferativa da vascularizacdo para fins comparativos.

Descricdo da Abordagem do Problema Técnico

Os tumores sdlidos requerem vasos sanguineos para o seu
crescimento, por isso, muitas terapias contra o céncer {fém como alvo a
vascularizacdo do tumor. Esse tipo de terapia, denominada
antiangiogénica, tem a finalidade de, em dUltima instGncia, privar o
tumor de oxigénio e nutrientes, levando-o & morte.

Sendo assim, a presente invengdo objetiva, descrever um novo
farmaco, polissacarideo sulfatado, munido da capacidade de modular
a neovascularizac@o. E importante destacar, que estes compostos,
obtidos de macroalgas verdes marinhas, ndo foram descritos ate o
momento, como anfiangiogénicos. Esses polissacarideos poderiam
atuar impedindo a nutric@o e a oxigenagdo de células neopldsicas em
tumores sdlidos, bem como, e a promocdo da metdstase através da
neovascularizacdo fisiopatolégica. Desta forma, poderiam também,
serem empregados como antiangiogénicos .no tratamento de outras
doehgos decorrentes da neovascularizacdo fisiopatolégica.

A obtencdo e purficacdo destes polissacarideos sdo etapas
simples, de baixo custo e apresentam altos rendimentos. Além disso,
vale destacar que estes compostos, obtidos de macroalgas verdes

marinhas, ndo sdo téxicos quando aplicados em modelos animais.
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Descricdo breve dos desenhos

FIGURA - 1: Efeito inibitério das fragdes polissacaridicas GO
(Gayralia oxysperma) e GB (Gayralia brasiliensis) na vascularizagdo da
membrana da vesicula vitelinica (vasculogénese) em embrides de G.
domesticus com idade de 4 dias. Os controles foram heparina (HP),
empregada como controle positivo e discos de meticelulose contendo
apenas adgua como controle negativo. Os resultados foram expressos
como nUmero de vasos sanguineos que interceptaram o limite do disco
de metilcelulose em relacdo ao nimero de vasos do controle negativo.
Cada barra representa a média + DPM de 8 embrides e os asteriscos
denotam diferenca estatisticamente significativa, ao nivel de p < 0,01
em relacdo ao controle negativo (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
(A) 80 pg/disco; (B) 160 pg/disco e (C) 320 pg/disco.

FIGURA - 2: Fotografias do efeito inibitério de GB na
vascularizacdo da membrana da vesicula vitelinica (vasculogénese) em
embrides de G. domesticus com idade de 4 dias. (A) controle negativo;
(B) 80 ug/disco; (C) 160 ug/disco; (D)160 ug/disco de HP; (E) 320
ug/disco e (F) 480 ug/disco. Barra de 4mm.

FIGURA - 3: Efeito inibitério das fracdes polissacaridicas GO
(Gayralia oxysperma) e GB (Gayralia brasiliensis) na vascularizagdo da
membrana corioalantdica (angiogénese) do embrido de galinha (CAM-
assay,) com idade de 8 dias. Os controles foram heparina (HP),
empregada como controle positivo e discos de meticelulose contendo
apenas dgua como controle negativo. Os resultados foram expressos
como nUmero de vasos sanguineos que interceptaram o limite do disco

de metilcelulose em relacdo ao nimero de vasos do controle negativo.
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Cada barra representa a média + DPM de 8 embrides e os asteriscos
denotfam diferenca estatisticamente significativa, ao nivel de p < 0,01
em relacdo ao controle negativo (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
(A) 80 pg/disco e (B) 320 ug/disco.

Descricdo detalhada da invencdo

(1) - Processamento das algas

Algas Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma sdo coletadas
em ambiente marinho. As algas primeiramente passam por um pré-
tratamento onde sdo lavadas em dgua doce para remogdo de sais e
impurezas residuais, e posteriormente sGo encaminhadas para retirada
do excesso de dgua. Sdo entdo congeladas e secas até peso
constante. As algas seguem para o processo de moagem, até

granulometria final entre 0,1-5 mm.

(ll) - Extracdo dos polissacarideos

A primeira etapa de extragdo dos polissacarideos € realizada a
partir da solubilizagcdo das algas secas e moidas em dgua purificada na
concentragd@o de 0,1-100 g/L, preferencialmente entre 10 e 40 g/L. Este
processo & conduzido sob agitagdo a temperatura de 10-30 °C,
preferencidlmen're entre 20 e 25 °C, por 2-24 h, preferencialimente entre
10 e 14 h. Apds esta etapa o material é centrifugado, ou filtfrado,
obtendo-se um sobrenadante, ou filtrado, contendo polissacarideos e
um precipitado, ou ndo-filtrado, contendo a biomassa algal residual. O
sobrenadante ou o fitrado devem ter seu volume reduzido,
opcionalmente podendo suprimir esta etapa. Os polissacarideos sGo
entdo precipitados pela adigdo de solvente orgdnico polar (etanol,

metanol, acetona, isopropanol, n-propanol, enfre  outros),
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preferencialmente etanol, em proporcdo 1:2-5 (v/v), seguido de

agitacdo, repouso sob refrigeragdo por pelo menos 3 horas e

centrifugacdo. Apds centrifugacdo, o precipitado contendo
polissacarideos é ressolubilizado em dgua purificada. Os polissacarideos
obtidos s&@o entdo secos (liofilizacdo, estufa a vdacuo, spray dryer, entre
outros). A biomassa algal residual é ressolubilzada com o mesmo
volume de dgua purificada utilizada na primeira etapa de extragdo dos
polissacarideos, mantida sob  agitagdo preferencialmente a
temperatura de 60-100 °C, preferencialmente entre 70 e 90 °C, por um
periodo de 1-10 h, preferenciaimente entre 3 e 6 h. Apds esta etapa o
material é centrifugado, ou filtrado, obtendo-se um sobrenadante, ou
filtrado, contendo polissacarideos e um precipitado, ou ndo-filtrado,
contendo a biomassa algal residual. Os polissacarideos s&o entdo
precipitados pela adi¢do de solvente orgdnico polar (efanol, metanol,
acetona, isopropanol, n-propanol, enfre outros) preferencialmente
etanol em proporcdo 1:2-5 (v/v) seguido de agitagdo, repouso sob
refrigeracdo por pelo menos 3 h e centrifugacdo. Apds centrifugagcdo o
precipitado contendo polissacarideos & ressolubilizado em dgua
purificada. Os polissacarideos obtidos sGo entdo secos (liofilizagdo,
estufa a vdcuo, spray dryer, entre outros). A etapa de extragdo dos
polissacarideos & temperatura de 60-100 °C pode ser repetida outras
vezes para a obtengdo de outras fragdes polissacaridicas semelhantes
e consequentemente, aumentando assim o rendimento final.

O produto obtido s&o polissacarideos sulfatados, compostos
principalmente por ramnose, xilose, glucose e acidos urdnicos, além de
menores proporcdes de manose e galactose. Estes polissacarideos
apresentam capacidade de modular a neovascularizacdo em modelos

animais.
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() - Caracterizagdo dos polissacarideos
o Para determinar as caracteristicas estruturais dos polissacarideos
extraidos de Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma, os métodos a
seguir sdo utilizados:
- Quantificacdode carboidratos totais pelo método de fenol-
Acido sulfurico (Dubois et al., 1956);
- Quantificacdo de proteinas (Lowry et al., 1951);
- Quantificacdo de d&cidos urdnicos pelo método de m-
hidroxibifenila (Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991);
- Quantificacdo de grupos sulfato pelo método gelatina-bdrio
(Dogson e Price, 1962);
- Determinacdo da rotacdo dptica especifica ([a]p?*);
- Determinacdo da composicdo monossacaridica através de
acetato de alditol por CG-SM;
- Avdliacdo do perfil de ressondncia nuclear magnética de
carbono 13 (RMN - 13C}.

(IV) = Modulacdo da vascularizagdo por polissacarideos sulfatados de
Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma

Os polissacarideos  relatados na  presente  invengdo
apresentaram afividade, em festes in vivo, como inibidores da
néovosculorizogao em embrides de galinha nos processos de
vasculogénese (avaliado na vascularizagdo da membrana da vesicula
vitelinica), de acordo com Dias e colaboradores (2007) e de
angiogénese na vascularizagdo da membrana corioalantéica (CAM-

assay), de acordo com Ribatti e colaboradores (1997).
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A presente invencdo € abaixo descrita em maiores detalhes

‘mediante aos exemplos, mas ndo limitada aos mesmos.

Exemplos

Exemplo 1 - Extracéo e Caracterizacdo guimica dos polissacarideos de
Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma

As algas Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma sdo coletadas
em ambiente marinho na Baia de Guaratuba, Parand, Brasil. As algas
passam por um pré-’rro’romenté onde sdo lavadas uma a uma em agua
doce para remocdo de sais e impurezas residuais, e posteriormente &
refirado o excesso de dgua. Entdo as algas sdo congeladas e secas sob
sol até peso constante. As algas seguem para o processo de moagem,
até atingir granulometria de £ 0,5 mm.

A primeira etapa de extragdo dos polissacarideos € realizada a
partir das algas secas e moidas, com dagua purificada por destilagdo
preferencialmente na concentragéo de 20 g/L. Este processo €
conduzido sob agitacd&o mecdanica na temperatura de 20 °C por 12 h.
Apds esta etapa o material é cenfrifugado a 5.000 rom, 5 °C por 30
minutos dbfendo-se um sobrenadante que contém os polissacarideos e
um precipitado. que contém a biomassa algal residual. O sobrenadante
é Concen’rrodo em rotaevaporador até oproximodomenfe 1/5 do
volume inicial. Os polissacarideos sGo entdo precipitados pela adigdo
de solvente orgdanico polar, etanol, em proporgdo 1:3 (v/v) seguido de
agitacdo, repouso sob refrigeragdo por pelo menos 12 h e
cenfrifugacd@o a 5.000 rom, 5 °C por 30 min. ApOs centrifugacdo o
precipitado contendo polissacarideos € ressolubilizado em dagua
purificada. Apds os polissacarideos sdo congelados e secos por

liofilizac@o. A biomassa algal residual é ressolubilizada com o mesmo




11717

10

15

20

25

volume de édgua purificada utilizada na primeira etapa de extracdo dos

‘polissacarideos, mantida sob agitacdo mecanica na temperatura de:80 -

°C por um periodo de 4 h. Apds esta etapa o material é centrifugado a
5.000 rpm, 5 °C por 30 min obtendo-se um sobrenadante que contém os
polissacarideos e um precipitado que contém a biomassa algal residual.
O sobrenadante & concentrado em rotaevaporador —até
aproximadamente 1/5 do volume inicial. Os polissacarideos sGo entdo
precipitados pela adicdo de solvente orgdnico polar, etanol, em
proporcdo 1:3 (v/v) seguido de agitagdo, repouso sob refrigeracdo por
pelo menos 12 h e centrifugagcdo a 5.000 rom, 5 °C por 30 min. Apods
centrifugacdo o precipitado contendo polissacarideos é ressolubilizado
em dgua purificada. Apds os polissacarideos sGo congelados e secos
por liofilizacdo. A etapa de extragdo dos polissacarideos a temperatura
de 80 °C é repetida por mais duas vezes para a obtengdo de outras
fracdes polissacaridicas.

Os polissacarideos resultantes das etapas de extracdo descritas
anteriormente  sdo reunidos e apresentados na Tabela 1 de
caracterizacdo quimica, sendo a fragdo polissacaridica GB de Gayralia
brasiliensis e a fracdo GO de Gayralia oxysperma.

Andlises de RMN de 13C das fracdes GB e GO resultam em
espec’rroé similares e complexos. Caracterizados por sinais dlorgodds e
sobreposfos, devido a diferentes ligacdes glicosidicas, grupos sulfatos
ligados a unidades de ramnose e variedade de unidades
monossacaridicas presentes na composicdo desses polissacarideos.

De forma geral, os espectros de RMN de 13C dos polissacarideos
sulfatados presentes nas fragdes GB e GO, apresentam trés principais
regides. A regido de 17,8-18,2 ppm com sinal intenso, e bastante
caracteristico, referente ao C-6 de unidades de ramnose. A regido

anomeérica com sinais em 97,5-106,0 ppm, referente aos carbonos
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anoméricos das unidades monossacaridicas  presentes  no
polissacarideo, principalmente de ramnose. Uma regido ~bastante
complexa em 60,0-850 ppm correspondente ao sinais dos demais

carbonos do anel das unidades monossacaridicas.

Tabela 1 - Composicdio quimica dos polissacarideos sulfatados
presentes nas fragdes GB e GO, isoladas das macroalgas verdes

marinhas Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma, respectivamente.

Componente Fracdo GB Fragdo GO
Sulfato (%) 29.4 26
Proteina (%) 3.5 3.9
Acidos urdnicos (%) 8.6 17
Carboidratos Totais (%) 65,8 49,6
Monossacarideos neutros (mol%)

Ramnose 68,4 65,9
Xilose 12,1 10,2
Glucose 15,1 10,5
Galactose 2,1 6,2
Manose 2,3 1,8
[a]p25° -41,4 -38

Exemplo 2 - Vasculogénese na membrana da vesicula_vitelinica de
embrides de galinha

Devido & utilizacdo de animais como modelos biolégicos no
desenvolvimento dos ensaios descritos a seguir, um projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA-UFPR)
e aprovado sob o nimero 23075.098873/201 1-37 (Aprovado: 04/11/2011
-R.0. 10/2011).

Modelo Bioldgico - Ovos de galinha da espécie Gallus

domesticus, de tamanho padrdo médio (aproximadamente 55 @),
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fertilizados e livres de patdgenos especificos, em um periodo de até 12h

" apds a postura foram utilizados como modeto bioldgico para os ensaios

de vosculogéhese e angiogénese na presente invencdo. Esse material
pode ser estocado a uma temperatura de 18-22° C, por até no maximo
48 horas, até o inicio da incubagdo.

Para avaliar a capacidade inibitéria das fragdes GB e GO sob a
formacdo de vasos sanguineos foi realizado inicialmente, o ensaio da
membrana da vesicula vitelinica (MVV) do embrido de galinha. Este
método é adaptado do ensaio da membrana corioalantéica (CAM-
Assay).

Os tratamentos (n = 8) foram realizados por meio de suportes de
metilcelulose em forma de disco (2 mm de diémetro, 1 disco/embrido).
Os polissacarideos sulfatados presentes nas fracdes GB e GO foram
absorvidos em metilcelulose, considerando-se os diferentes valores de
concentracdo (1-600 ug/disco). Uma solugdo de metilcelulose a 0,5 %
com as diferentes concentracdes dos polissacarideos foi seca em
camara de fluxo laminar, sobre superficie antiaderente de
politetrafluoroetiieno. Para preparar o disco de metilcelulose com o
polissacarideo, 5 pL foram pipetados para cada disco. Como controle
nego’rivb foi utilizado discos de metilcelulose contendo apenas agua
desﬁk:td‘q. Discos de metilcelulose contendo heparina (HP) (1-400
ug/disco) foram utilizados como controle positivo. '

Ovos de gdlinha foram previamente mantidos em estufa
incubadora equipada com ventilagdo forgada, umidade aproximada
de 35 % e temperatura de 37,5 °C, por um periodo de 48 h. Uma
abertura de aproximadamente 10 mm foi feifa na casca do ovo com
auxilio de tesoura e os discos contento ©Os polissacarideos foram
implantados na mesma regido para todos os tratamentos. A seguir, as

aberturas foram fechadas com a prépria parte da casca do ovo
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removida e vedadas com fita adesiva. Os ovos foram reintroduzidos na
incubadora por mais 48 h, até a idade embriondria de quatro dias. A -
sona circunvizinha ao disco de metilcelulose foi analisada quanto co
nomero de vasos sanguineos com o auxiio de mMicroscopio
estereoscopico. A quantificagdo dos vasos sanguineos da MVV, que
inferceptaram o limite do disco de metilcelulose, foi expressa em
relac@o ao niUmero de vasos do confrole negativo. Embrides ndo viaveis
foram descartados.

Para facilitar a avaliacdo da vasculogénese afravés da
contagem de vasos sanguineos, discos de papel filtro de tamanho igual
aos discos de metilcelulose foram posicionados exatamente sobre a
superficie onde foram depositados os implantes de metilcelulose.

Todos os resultados foram expressos como média de 38
experimentos e desvio padrdo da média comparados através da
andlise de varidncia (ANOVA). Em seguida, foi realizado o teste de
Tukey para andlise dos desvios, sendo que os valores de p < 0,01
considerados estatisticamente significativos. Para essas andlises e para
confeccdo dos gréficos, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

A Figura 1 demonstra a capacidade antivasculogénica das
fracdes GO, GB e HP nas concentragoes de 80 ug (A), 160 ug (B) e 320
ug (C). Enquqh’ro que, a MVV tratada apenas com O confrole negativo
(4gua) apresentou 86 vasos, quando se aplicou GB (80 upg), houve
diminuicdo significativa da vascularizagdo em 33 % (58 vasos). A fragdo
GO ndo foi t&o efetiva quanto GB, mas também inibiu a vasculogénese
significativamente em 18 % (70 vasos). Na mesma concentragdo, HP
inibiu 61 % dos vasos sanguineos.

Na Figura 1-B pode se notar que GB, na concentragcdo de 160

g, foi efetiva na MVV inibindo 59 % dos vasos. Esse efeito € similar ao da
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HP quando se utilizou a concentragdo de 80 ug desta fragdo (Figura 1-

AL

Na concentracdo de 320 pug das fragdes GB e GO houve 94 % e
79 % e de inibicdo dos vasos, respectivamente (Figura 1-C). Em dados
ndo demonstrados, foi observado que quando se aplicou
concentracdes maiores de 320 ug das fragdes GB e GO houve inibicdo
de 100 % dos vasos da membrana da vesicula vitelinica.

As fotografias, demonstradas na Figura 2, ilustram a membrana
da vesicula vitelinica do embrido de galinha tratadas com a fragdo GB,
obtida de Gayralia brasiliensis, 48 h apoés os tratamentos, exceto a
imagem B, que foi tratada com HP. Uma inibigdo da vascularizacdo é
observada com o oaumento da concentracdo de GB e, na
concentracdo de 480 ug dessa mesma fragdo, pode se visualizar a
auséncia total dos vasos sanguineos.

N&o houve diferenca significativa entre as fragdes GB e GO, em

todas as concentracdes avaliadas na presente invengdo.

Exemplo 3 - Angiogénese na membrana corioalantdica de embrides de

galinha
Para avaliocdo do processo de angiogénese, foi realizado o

ensaio in vivo da membrana corioalantéica (CAM-assay). O modelo
biolégico, os procedimentos de incubagdo preliminar, o preparo dos
discos de metilcelulose com os tratamentos e a abertura dos ovos,
foram realizados de acordo com o descrifo para os ensdios de
vasculogénese no Exemplo 2.

No terceiro dia de incubacdo, cerca de 3 mL de albumina do
ovo foram aspirados com auxilio de seringa, para separar a membrana
corioalantéica em desenvolvimento da casca e evitar a aderéncia do

embrido nas membranas ovulares. Estas pequenas aberturas foram
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ocluidas com fita adesiva e os ovos re-incubados até o sexto dia (dia

“embriondrio Eé; estdgio 28/29HH). Neste estagio, foram implantados os

discos de metilcelulose com os diferentes fratamentos sobre os vasos
sanguineos, no terco externo da membrana corioalantdica.

Imediatamente apds os tratamentos, as aberturas na casca
foram vedadas com a parte da casca do ovo removida e fita adesiva,
entdo, reinseridos na incubadora (37,5 °C; 48 h). A seguir, os ovos foram
refirados da estufa e a regido contigua ao disco de metiicelulose foi
examinada com auxiio de microscédpio estereoscédpico a fim de
observar os vasos. A inibicdo da angiogénese foi determinada
considerando-se a reducdo do nimero de vasos que interceptaram o
disco de metilcelulose (aspecto de uma zona avascular), sendo os
valores expressos em relacdo ao numero de vasos do controle negativo
(discos de metilcelulose e agua).

Para facilitar a avaliagdo da angiogénese através da contagem
de vasos sanguineos, discos de papel filfro de tamanho igual aos discos
de metilcelulose foram posicionados exatamente sobre a superficie
onde foram depositados os implantes de metilcelulose.

Todos os resullados foram expressos como meédia de 8
experimentos e desvio padrdo da média comparados através da
andlise de varidncia (ANOVA). Em seguida, foi realizado o teste de
Tukey pord andlise dos desvios, sendo que os valores de p < 0,01
considerados estatisticamente significativos. Para essas andlises e para
confeccdo dos grdficos, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

Os graficos A e B, contidos na Figura 3, demonstram a atividade
antiangiogénica das fragdes GB, GO e HP. Concentragdes de GB e GO
superiores & 320 pg inibiram 100 % da vascularizacdo da membrana
corioalantéica. Ao contrdrio dos resultados observados no ensaio de

vasculogénese, no ensaio de angiogénese, quando se Uufilizou a
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concentracdo 320 ug, a fragdo GO foi mais efetiva que a fracdo GB. No

“entanto, GB inibiu significativamente a vascularizagdo na membrana

corioalantdica em relacdo ao controle negativo. Desta forma, as duas
fracdes polissacaridicas apresentadas nesta invencdo sdo potenciais

como farmacos antiangiogénicos.
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REIVINDICACOES

1. Composicoes farmacéuticas caracterizadas pelo fato de
compreender polissacarideos sulfatados apresentando os seguintes
teores:

- entfre 1-60% de grupos sulfato;

- entfre 1-30% de Acidos urénicos;

- entre 1-95% de ramnose;

- entfre 0-40% de glucose;

- entre 0-40% de xilose;

- entre 0-30% de manose;

- entfre 0-30% de galactose.

- veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

2. Composicoes farmacéuticas, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizadas pelo fato dos polissacarideos sulfatados

serem extraidos de macro algas verdes marinhas.

3. Composicoes farmacéuticas, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizadas pelo fato das macroalgas verdes
pertencerem a divisdo Chlorophyta, a familia Ulvales, e ao género
Gayralia.

4, Composicoes farmacéuticas, de acordo com a
reivindicacdo 3, caracterizadas pelo fato do género Gaylaria
compreender as espécies Gayralia brasiliensis e Gayralia oxysperma.

5. Composicoes farmacéuticas, de acordo com qualgquer uma
das reivindicacdes 1 a 4, caracterizadas pelo fato dos polissacarideos
sulfatados serem obtidos em sua forma bruta apds processo de
purificacdo ou modificacdo quimica.

6. Composicoes farmacéuticas, de acordo com a

reivindicacdo 5, caracterizadas pelo fato da purificacdo ser

selecionada do grupo consistindo principalmente em ultrafilfracdo,
cromatografia de troca ibnica e cromatografia de exclusdo molecular.
7. Composicoes farmacéuticas, de acordo com a

reivindicacdo 5, caracterizadas pelo fato da modificacdo quimica ser
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selecionada do grupo consistindo principalmente em  sulfatacdo,
hidrélise dcida, hidrolise enzimdtica e carboxireducado.
8. Uso das composicoes farmacéuticas conforme definidas em

qualguer uma das reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser

para a preparacdo de um medicamento para tratar ou prevenir uma
desordem associada com vascularizacdo fisiopatoldgica em humanos.
9. Uso das composicoes farmacéuticas conforme definidas em

qualguer uma das reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser

para a preparacdo de um medicamente para modular a
vascularizacdo ou neovascularizacdo em humanos.
10.  Uso das composicoes farmacéuticas conforme definidas em

qualguer uma das reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser

para a preparacdo de um medicamento para tratar doencas
neopldsicas, dependentes da vasculogénese e dependentes da
angiogénese da neovascularizacdo fisiopatoldgica.

11. Uso das composicdes farmacéuticas, de acordo com a
reivindicacdo 10, caracterizado pelo fato da neovascularizacdo
fisiopatoldgica incluir refinopatia diabética, degeneracdo macular
relacionada & idade neovascular, neovascularizacdo de coérnea
transplantada, glaucoma neovascular, fracoma, fibroplasia retrolental,
psoriase, glaucoma  piogénico, desenvolvimento de placa
aterosclerdtica, hemangioma, angiofioroma, malformacdes artero-

venosas e artrite.
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