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DESCRIPCION
Polisacarido de acido poligulénico sulfatado o sal farmacéutica del mismo, método de preparacion y uso del mismo
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al campo de la medicina, y en particular, a un sulfato de acido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, método de preparacion y uso del mismo en la preparacion de inhibidores
del crecimiento y/o metastasis tumoral.

Estado de la técnica

Los tumores representan una seria amenaza a la vida y salud humanas. Los tumores malignos se han convertido en
la causa numero uno de muerte en los residentes urbanos y la causa numero dos en los residentes rurales y ocupan
el primer puesto de mortalidad entre las distintas enfermedades. La metastasis tumoral es una sefial de malignidad,
y la metastasis y recurrencia de tumores malignos son las principales causas de fracaso del tratamiento. Por lo tanto,
el descubrimiento de farmacos antitumorales capaces de inhibir el crecimiento y metastasis tumoral es el foco de
atencion actual.

De acuerdo con estudios recientes, los sacaridos no solo son una clase de constituciones estructurales importantes
y fuentes de energia, sino que también tienen funciones bioldgicas importantes. Estan implicados en el
reconocimiento y sefalizacion célula-célula y se consideran una clase de moléculas sefial importantes ademas de
los acidos nucleicos en un organismo. Asimismo, debido a que son a menudo los factores clave para el
reconocimiento de sefiales en las superficies celulares, las reacciones anticuerpo-antigeno, la transduccion y
deteccién de sefales celulares, cada vez se despierta mas interés por la investigacion de polisacaridos activos que
tienen actividades biolégicas. Sin embargo, debido a la estructura compleja y a las dificultades en la separacion y
caracterizacion estructural de los sacaridos, hasta la fecha, solo los polisacaridos de Coriolus versicolor, los
polisacaridos de poliporos, los polisacaridos de hongos, los polisacaridos de esquizofilano, los polisacaridos de Poria
cocos y similares se usan para fines clinicos. Existe una necesidad en la técnica para obtener mas tipos de
polisacaridos con actividades biolégicas. Los compuestos relacionados estructuralmente se divulgan en el
documento CN 1544475.

Objeto de la invencién

A pesar de las dificultades en resolucion estructural y preparacion de carbohidratos, y el problema de baja actividad
de los azucares naturales, sin mencionar el problema practico de las incidencias graves del tumor y dificultades en el
tratamiento, el presente inventor completd la presente invencion basandose en estudios extensos e intensos. El
presente inventor completd la presente invencién reaccionando acido poligulurénico con un agente sulfonante a la
temperatura apropiada durante una duracion apropiada para dar un derivado sulfatado de acido oligogulurénico, y
después afiadir un agente reductor para la reduccion, obteniendo asi un sulfato de acido poligulénico de acuerdo con
la reivindicacion 1 (en lo sucesivo denominado "PGAS").

Por consiguiente, un objeto de la presente invenciéon es proporcionar un sulfato de acido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. El sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo de la presente invencion tiene un efecto de inhibicidn significativo sobre el crecimiento y metastasis tumoral, y
el mecanismo de accion esta asociado con su capacidad de inhibir la actividad de la heparanasa, la actividad de la
enzima C-Met, la angiogénesis, la polimerizacion de microtubulos, los factores de despolimerizacién de actina y
similares. La presente invencién proporciona un sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en donde las unidades de acido L-gulurénico estan conectadas a través de un enlace 1,4-glicosidico
entre si, con un grupo hidroxilo localizado en la posicion 1 del extremo reductor y los anillos de azucar
completamente sulfatados en sus posiciones C-2.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para preparar un sulfato de acido poligulonico o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Un objetivo adicional de la presente invenciéon es proporcionar el
uso de un sulfato de &cido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la preparacion de
inhibidores del crecimiento y/o metastasis tumoral.

Aun otro objetivo de la presente invenciéon es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo de acuerdo con la presente invencion.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para el tratamiento de tumores.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un sulfato de &cido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo con una estructura de la siguiente formula general (l):
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OH
COOH M

OR,  OR,CH,OH

n

en la formula general (1), n representa 0 o un niumero entero de 1-23, R1es SOsH, Rz, independiente uno del otro, es
H o SOsH, siempre y cuando el grado de sulfataciéon calculado como el contenido de azufre del sulfato de acido
poligulénico sea 5 a 20 % en peso.

En el sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo representado por la formula
general () de la presente invencion, el acido poliguldnico se forma a partir de acidos L-gulurénicos por un enlace 1,4-
glicosidico, con un grupo hidroxilo localizado en la posicion 1 del extremo reductor, y anillos de azucar
completamente sulfatados en la posicién C-2 del mismo y parcialmente sulfatados en la posicién C-3 del mismo.

En la férmula general (1) anterior, n es 0 o un numero entero de 1-23, por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o 23; preferentemente, n es un numero entero de 2-13, mas
preferentemente, nes 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, y de la manera mas preferente, n es 4, 5, 6, 7 u 8. Preferentemente, el
contenido de azufre es 7-15 % en peso, mas preferentemente 9-13 % en peso. En la presente invencion, se obtienen
mejores efectos biolégicos usando tetrasacarido a dodecasacarido (particularmente hexasacéarido a decasacarido)
y/o cuando el contenido de azufre es 7-15 % en peso (particularmente 9-13 % en peso), probablemente porque
estos polisacaridos se reconocen y aceptan mas facilmente por las células del cuerpo.

En la presente invencion, las sales farmacéuticamente aceptables de los sulfatos de acido poligulénico pueden ser,
por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio o magnesio de estos compuestos, siendo preferidas las sales de sodio.
Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden preparar por métodos convencionales.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para preparar el sulfato de acido
poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende:

reaccionar un acido poligulurénico como se muestra en la siguiente formula estructural (lI) con un reactivo

sulfonante, seguido de reducciéon por medio de un agente reductor para dar el sulfato de acido poligulénico como
se muestra en la férmula general (1),

en la formula (1), m representa 0 o un numero entero de 1-48;

OH
COOH M

OR,  OR,CH,OH

n
en la formula general (1), n, R1 y R2 son como se han definido anteriormente.

En la presente invencion, preferentemente, el reactivo sulfonante puede ser acido clorosulfénico; preferentemente, la
temperatura de sulfonacion puede ser 45-85 °C, mas preferentemente 60-75 °C, y el tiempo de reaccion puede ser
1,5-4,5 horas, mas preferentemente 2-3,5 horas, de la manera mas preferente 3 horas; preferentemente, el agente
reductor es borohidruro sédico, cianoborohidruro sédico, reactivos de niquel-hidruro, agentes reductores basados en
halégeno o similares.

Un aspecto adicional de la presente invencidn proporciona el uso de un sulfato de acido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la preparacion de inhibidores del crecimiento y/o metastasis tumoral.

En la presente invencion, el término "tumores" se refiere a cualquier forma de tumores incluyendo malignidades v,
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por ejemplo, pueden ser cancer de higado, cancer de estomago, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de
mama, cancer de pancreas, cancer de rifion, cancer de vejiga, cancer de prostata, melanoma, cancer cerebral y
similares.

En la presente invencion, preferentemente, el sulfato de acido poliguldnico o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo pueden usarse como inhibidores del crecimiento tumoral, inhibidores de la metastasis tumoral, inhibidores
de la angiogénesis, inhibidores de la heparanasa, inhibidores de la enzima C-Met, inhibidores de la polimerizacion de
microtubulos, inhibidores de la actividad del factor de despolimerizacién de actina y/o inhibidores de la agregacion de
actina.

De acuerdo con aun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica, que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo de la presente invencion. Preferentemente, el componente activo en la composiciéon
farmacéutica consiste en uno o mas sulfatos de acido poligulénico o sales farmacéuticamente aceptables del mismo
de la presente invencion. En otra implementacion, ademas del sulfato de &cido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion, la composicion farmacéutica de la presente
invencion puede comprender uno o mas farmacos antitumorales o farmacos adyuvantes antitumorales como
componente activo.

En la presente invencion, preferentemente, la composicién farmacéutica puede comprender ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser aquel usado habitualmente en la
técnica.

En la presente invencién, preferentemente, la composicién farmacéutica se puede usar como inhibidores del
crecimiento tumoral.

En la presente invencion, preferentemente, la composicion farmacéutica se puede usar como inhibidores de la
metastasis tumoral.

Ademas, preferentemente, la composicion farmacéutica se puede usar como inhibidores de la angiogénesis,
inhibidores de la heparanasa, inhibidores de la enzima C-Met, inhibidores de la polimerizacién de microtubulos,
inhibidores de la actividad del factor de despolimerizacion de actina y/o inhibidores de la agregacién de actina.

De acuerdo con aun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de tratamiento de tumores,
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un sulfato de acido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion a un sujeto que necesite tratamiento.

En la presente invencion, la expresion "cantidad eficaz" se puede referir a una cantidad eficaz, en las dosis y durante
los periodos de tiempo necesarios, para lograr un resultado deseado. Esta cantidad eficaz puede variar de acuerdo
con factores tales como, tipo de la enfermedad, sintomas de la enfermedad cuando se trata, estructura de un 6rgano
objetivo especifico que esta siendo administrado, tamafo del sujeto o gravedad de la enfermedad o afeccion. Una
cantidad eficaz de un compuesto particular se puede determinar empiricamente por los expertos en la materia sin
experimentacion indebida.

En vista de lo anterior, es de gran importancia el uso de un sulfato de acido poligulénico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencién en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de tumores y la metéstasis tumoral con miras a resolver la falta de farmacos eficaces para el tratamiento
de tumores.

Descripcion de las figuras

FIG. 1 muestra el resultado de separacion de la columna para los componentes respectivos del sulfato de acido
poliguldnico de la presente invencion.

FIG. 2 muestra el efecto de inhibicién de un sulfato de acido poligulénico de la presente invencién sobre el
crecimiento de xenoinjertos ortotopicos MDA-MB-435 de cancer de mama humano.

FIG. 3 muestra el efecto de inhibicion de un sulfato de acido poligulénico de la presente invencion sobre la
metastasis de pulmoén de xenoinjertos ortotopicos MDA-MB-435 de cancer de mama humano. El panel A muestra
una imagen tipica (aumento: 200x) de metastasis en el pulméon mediante tincion H&E (hematoxilina-eosina); el
Panel B es una vista cuantitativa del efecto de inhibicion de PGAS en la metastasis de pulmén de xenoinjertos
ortotépicos MDA-MB-435. Los datos en la figura se expresan como * SD (desviacion estandar) media en un
experimento tipico. *P < 0,05, **P < 0,01, grupo de tratamiento contra grupo de control.

FIG. 4 muestra el efecto de inhibicion de la angiogénesis de un sulfato de acido poligulénico de la presente
invencién sobre los xenoinjertos ortotdpicos MDA-MB-435 de cancer de mama humano. El panel A muestra una
imagen tipica de tincion CD31 con flechas que apuntan a la tincién positiva (aumento: 200x) (en el Panel A: "C"
es un grupo de control, "P" es un grupo de tratamiento PGAS); el panel B es una vista cuantitativa del efecto de
la inhibicion de la angiogénesis de PGAS sobre los xenoinjertos ortotopicos MDA-MB-435 de cancer de mama
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humano. Los datos en la figura se expresan como +SD media en un experimento. **P < 0,01, grupo de
tratamiento contra grupo de control.

FIG. 5 muestra el efecto de inhibicidon de un sulfato de acido poliguldnico de la presente invencién sobre la
metastasis de pulmon experimental de células B1sF10 de melanoma murino. El panel A muestra una imagen tipica
de metastasis en el pulmén; el panel B es una vista cuantitativa del efecto de inhibicion de PGAS sobre la
metastasis de pulmén experimental de B1sF10. Los datos en la figura se expresan como +SD media en un
experimento tipico. Se pueden obtener resultados similares de al menos dos experimentos independientes. *P <
0,05, **P < 0,01, grupo de tratamiento contra grupo de control.

FIG. 6 muestra el efecto de inhibicion de un sulfato de acido poliguldnico de la presente invenciéon sobre la
neovascularizacion de la membrana coriolantoidea (CAM) de embrién de pollo (CAM). El panel A muestra un
grupo de control disolvente; el panel B muestra un grupo PGAS de 200 ug/huevo; el panel C muestra un grupo
PGAS de 400 ug/huevo; el panel D muestra un grupo PGAS de 800 pg/huevo (aumento: 40x.

FIG. 7 muestra el efecto de inhibiciéon de un sulfato de acido poligulénico de la presente invencién sobre la
actividad heparanasa. El panel A muestra el espectro HPLC que indica la inhibicién de la actividad de la
heparanasa de un sulfato de acido poliguldnico de la presente invencion; el panel B muestra la tasa de inhibicion
de la actividad de la heparanasa de un sulfato de acido poligulénico de la presente invencion, calculada a partir
de los resultados del espectro del panel A anterior.

FIG. 8 muestra un efecto de inhibicién de un sulfato de acido poligulénico de la presente invencion sobre la
polimerizaciéon de tubulina en un sistema sin células. El panel A muestra dependencia de tiempo, y el panel B
muestra dependencia de la dosis.

FIG. 9 muestra el efecto de inhibiciéon de un sulfato de acido poligulénico de la presente invencién sobre la
despolimerizacién de actina en un sistema sin células.

FIG. 10 muestra el efecto de inhibicién de un sulfato de &cido poligulénico de la presente invencién sobre una
actividad divisora/de despolimerizacién de actina del factor de despolimerizacion de actina. #P<0,01, grupo de
tratamiento contra grupo de control; **P<0,01, grupo médico contra grupo Cofilina.

FIG. 11 muestra la actividad de la inhibicion de la metastasis tumoral de los componentes respectivos de un
sulfato de acido poligulénico de la presente invencion.

Descripcién detallada de la invencién
La presente invencion se describira a continuacién con mas detalle por las realizaciones. Sin embargo, las siguientes
realizaciones se proporcionan solo para fines ilustrativos, y el alcance de la presente invencion no se limita a las

mismas.

Materiales y reactivos

Acido poligulurénico, adquirido en Lan Tai Pharmaceuticals Co.Ltd de Ocean University of China, con un peso
molecular promedio en peso de 10000 Da con respecto a dextrano. Formamida, acido clorosulfénico, etc.,
proporcionado por Sinopharm Group Chemical Reagent Company, grado A.R. (reactivo analitico). Estandar de bajo
peso molecular de dextrano, adquirido en Fluka Company. inyeccién de doxorrubicina (Adriamicina, ADM), fabricada
por Zhejiang Haimen Pharmaceutical Factory, medicina precisa de la salud de Zhejiang (1996) N.° 135501,
contenido: 10 mg/vial, disolvente: salmuera normal, formulacién, diluida hasta una concentracion deseada con
salmuera normal antes de cada administracién. TSK gel 2000SWXL, columna de TSK gel G3000SWXL, disponible
por TOSOH Company de Japdn; Bio-Gel-P6, Bio-Gel-P10, de Bio-Rad Company; Sephadex G-10, Sepharose CL-
4B, de Pharmacia Company; tubulina, actina, adquiridas en SIGMA Company.

Instrumentos

Espectrémetro infrarrojo inteligente NEXUS-470, de NICOLET Company; espectrometro de RMN DPX-300, de
Bruker Company; cromatografia de permeacién en gel (GPC), de Beijing Longzhida Co., Ltd.; espectrofotémetro
visible y ultravioleta UV-2102, de Unocal Corporation, EE.UU.

Animales experimentales

Ratones desnudos, BALB/cA, 18-22 g, proporcionados por Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy
of Sciences;

ratones Cs7BL/6, de 6-7 semanas, proporcionados por Shanghai Animal Center, Chinese Academy of Sciences;
huevos frescos, adquiridos en Shanghai Shenbao Chicken Farm.

Ejemplo 1: Preparacion de sulfato de acido poligulénico (PGAS)

3 ml de acido clorosulfénico se afiadieron gota a gota a 10 ml de formamida manteniéndose a una temperatura
inferior a 5 °C. Después de 20 min de reaccion, 1 g de acido poligulurénico se afiadié y reacciond a una temperatura
de 65-70 °C durante 3 horas. 2 volumenes de solucion de etanol al 80 % se afadieron al producto de la reaccion y
se agité repetidamente, para dar una sustancia viscosa. Una solucién de etanol al 80 % adicional se afiadi6 y se
repitieron las etapas anteriores 2 veces. La solucion se decanto y se afiadié agua para dar una sustancia viscosa. La
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sustancia viscosa se ajustd con una solucion de Na2COs al 1 % hasta un pH de 7,0 y se sometié a precipitacion de
alcohol con 2 volumenes de una solucién de etanol al 95 %. El precipitado resultante se secé a una temperatura de
50-60 °C para dar un derivado sulfatado del acido poligulurénico. El derivado se formulé en una solucion de acetato
sodico de 4 mg/ ml (pH7,0) y a la solucién se afadié borohidruro sédico a 50 mM. La reaccion se realizé a una
temperatura de 30-40 °C durante 30 min y se termind con un bafio de hielo. El pH se ajustd con acido acético 0,1M,
se liberé borohidruro sédico sin reaccionar, y el pH se ajusté para ser neutro. La solucion resultante se precipité
repetidamente y se lavé con etanol, y se secd, dando un producto en bruto de sulfato de &cido poliguldnico (PGAS).
El producto en bruto de PGAS se formuld en una solucién al 10 % y se sometié a precipitacion con una solucion de
etanol al 95 %. El precipitado resultante se lavd con etanol absoluto, se seco y se formulé en una solucion al 5 %. La
solucion se filtr6 con una membrana de 3 ym para retirar impurezas y se desal6 en la columna Sephadex G-10 (15x
100 cm) con agua como una fase movil y usando la recogida de fracciones. Los eluatos se detectaron con el método
de acido sulfurico-carbazol, y se combinaron los componentes que contienen azlcar, se concentraron a presion
reducida, se desalaron y se liofilizaron, dando un sulfato de acido poligulénico refinado.

El contenido de azufre del sulfato de acido poligulénico preparado anteriormente se determind con el método de
combustion en matraz de oxigeno. Se tomaron aproximadamente 25 mg de una muestra, se pesaron con precision,
y se sometieron a destrucciéon de productos organicos después del método de combustién en matraz de oxigeno. Se
us6 un matraz de combustion de 1000 ml, se usaron 0,1 ml de solucién de peréxido de hidrégeno concentrado y 10
ml de agua como liquido absorbente. Una vez que se absorbié completamente el humo generado, la sustancia
resultante se puso en un bafio de hielo durante 15 min, se calentd hasta ebullicién suave durante 2 min, se dejo
enfriar, se afiadié con 50 ml de tampon de acetato amdénico-etanol (pH3,7), 30 ml de etanol, y 0,3 ml de una solucién
roja de Alizarina al 0,1 % como indicador, y se titulé hasta naranja-rojo con una solucién de titulacion de perclorato
de bario (0,05 mol/l). 1 ml de la solucién de titulacion de perclorato de bario (0,05 mol/l) es equivalente a 1,603 mg
de S. Los resultados del ensayo demuestran que, basandose en el producto seco, el contenido de azufre del sulfato
de acido poligulénico es 11,2 % en peso.

Ejemplo 2: Caracterizacion estructural de sulfato de acido poligulénico (PGAS)

La caracterizacion estructural se realizé en los componentes sacaridos en la fraccion que resulta de la preparacion
de sulfato de acido poliguldénico anterior.

1. Espectro de absorcion de UV

El sulfato de acido poligulénico anterior se diluyd hasta una concentracion adecuada, y con agua destilada como
blanco, se barrié a entre 190 nm-400 nm con el espectrofotdmetro visible ultravioleta UV-2102. Se descubrié que la
fraccion no tiene pico de absorcion especifico en la region ultravioleta, lo que indica ningun doble enlace conjugado
en la estructura. Sin embargo, no hay absorcién especifica a 190-200 nm.

2. Espectroscopia infrarroja

se prensaron 0,5 mg de PGAS para ser sedimentos de KBr, y se realizd la espectroscopia infrarroja con el
espectrometro infrarrojo inteligente NEXUS-470. Se descubrié que, una vibracion de estiramiento simétrico de
grupos hidroxilo esta presente a 3219,53 cm™, una vibracion de estiramiento simétrico de grupos carbonilo en
carboxilatos esta presente a 1612,58 cm'", una vibracién de recorte de grupos hidroxilo esta presente a 1414,33 cm-
', la vibracién de estiramiento simétrico de enlaces de carbono-oxigeno en grupos carboxilo esta presente a 1103,97
cm™, un pico de vibracién de estiramiento C-O-S esta presente a 823,30 cm™, y el pico de vibracion de estiramiento
de S=0 en el sulfato después de la sulfatacion esta presente a 1274,62 cm-', lo que indica que el compuesto tiene
una estructura de cadena principal que contiene grupos carboxilo, hidroxilo y sulfénico.

3. Espectroscopia de RMN de PGAS

La espectroscopia de RMN (RMN '3C) de PGAS se determino con un espectrometro de RMN DPX-300 de Bruker
Auance. Se descubrié que en el espectro, los picos de sefiales de C-2 no sulfonadas no se ven sustancialmente
mientras que los picos de sefiales C-3 no sulfonadas todavia existen. Se indica que los grupos hidroxilo en la
posicion C-2 estan relativamente completamente sulfonados, y los grupos hidroxilo en la posicién C-3 estan solo
parcialmente sulfonados.

4. Peso molecular y distribucion del peso molecular de PGAS

El peso molecular de PGAS se determiné con el método GPC. La deteccion se realizé usando el Detector de indice
de Refraccién, con dextrano de Fluka Company como estandar de peso molecular, la columna de TSK
gel2000SWXL como una columna cromatografica, y una solucién acuosa que contiene 0,2 % de azida sodica y
2,84 % Na2S0Os4 como una fase movil, a un caudal de 0,5 ml/min, una temperatura de 35 °C, y un volumen de
inyeccion de 25 pl. Se ha descubierto que, el peso molecular promedio en peso de PGAS con respecto a dextrano
es 2513 Da, y los resultados de la determinacion de multiples lotes de muestras muestran que su peso molecular
promedio en peso con respecto a dextrano es entre 1500-8500 Da.
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Conjuntamente, estos resultados confirman que la fraccion anterior es un sulfato de acido poliguldnico, que tiene un
grupo hidroxilo en la posicién 1 en el extremo reductor de acido poligulurénico, y esta completamente sulfonado en la
posicién C-2 y parcialmente sulfonado en la posicién C-3, teniendo la siguiente férmula quimica (1):

OH
COOH M

OR,  OR,CH,OH

n
en la formula general (1), n, R1 y R2 son como se han definido anteriormente.
Ejemplo 3: Separacion y preparacion de componentes de PGAS

Se tomo6 una muestra de PGAS preparada anteriormente, formulada en una solucion al 5 %, filtrada con una
membrana de 3 ym para retirar impurezas, y se separ6 en la columna de gel Bio-Gel-P6 (1,6x180 cm), con 0,2 mol/l
NH4HCO3 como una fase movil y se recogieron las fracciones. Se detectaron los eluatos con el método de acido
sulfurico-carbazol, se recogieron los componentes que contenian azicar y los componentes de volumen en vacio se
separaron adicionalmente sobre la columna de gel Bio-Gel-P10 (1,6x180 cm). Los productos resultantes se
liofilizaron para dar una serie de componentes sacaridos de PGAS, que se identificaron por espectrometria de
masas. Los resultados confirman la produccién de di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-, hepta-, octa-, nona-, deca-, undeca-
y mas componentes sacaridos de PGAS.

En los experimentos siguientes, los Ejemplos 4-11 usan el producto preparado en el Ejemplo 1, mientras que
los Ejemplos 12 y 13 usan los productos preparados en el Ejemplo 3.

Ejemplo 4: Evaluacién de la eficacia de inhibicion del crecimiento tumoral de sulfato de acido poligulénico
(PGAS)

Se inocularon células MDA-MB-435 de cancer de mama humano (de American Type Culture Collection, ATCC,
Rockville, MD, EE.UU.) en una fase de crecimiento exponencial a una concentracion de 2,5x107 células/ ml en el
segundo cuerpo adiposo mamario izquierdo de ratones desnudos hembra de 4-5 semanas de edad (BALB/cA,
proporcionados por Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Sciences). Cuando los tumores
crecieron hasta el tamafio de 100-200 mm?3, los animales se dividieron uniformemente de acuerdo con los volimenes
de los tumores en un grupo de control negativo, un grupo de tratamiento (grupo de control positivo) de inyeccién de
doxorrubicina (Adriamicina, ADM), y 5 mg/kg y 20 mg/kg de grupos de tratamiento de PGAS (grupos experimentales
de PGAS), 20 ratones/grupo. Los grupos experimentales de PGAS y el grupo de control positivo se dosificaron una
vez por semana por inyeccion intravenosa durante 7 semanas continuas, y el grupo de control negativo se dosifico
con una cantidad igual de salmuera normal. En los experimentos, se us6 un calibre de Vernier para medir el
diametro de los tumores dos veces por semana, y el volumen del tumor (V) se calculd segun la férmula a
continuacion:

V=12 xaxb

en la que, a y b representan la longitud y la anchura de los tumores, respectivamente. El volumen del tumor relativo
(RTV) se calculé basandose en los resultados medidos, usando la formula de calculo: RTV: = Vi/Vo; en la que, Vo es
el volumen del tumor medido cuando los animales se dividieron para dosificacion diferente (es decir do), y Vt es el
tumor en el dia de la medicion. El indicador de evaluacion farmacodinamica de la actividad antitumoral es una tasa
de proliferacién tumoral relativa T/C (%), cuya formula de caculo es la siguiente:

TR 100%

Crrv

T/C (%) =

Trrv: RTV de grupo de tratamiento; Crrv: RTV de grupo de control negativo. Evaluacion de la eficacia: T/C % >60 %
significa ineficaz; T/C % <60 % con relevancia estadistica de P<0,05 significa eficaz.

Se sacrificd a los animales 1 semana después de la suspension de la dosificacion. Los tejidos del pulmén se fijaron
en una solucién de Bouin (acido picrico saturado: formaldehido: acido acético glacial=75:25:5) durante mas de 24
horas, y se empaparon en etanol absoluto hasta que aparecieron las metastasis de pulmén como nédulos blancos, y
los tejidos de pulmdn recuperaron el color normal. El nimero de nddulos de metastasis de pulmén por pulmén se
observo y se registré bajo un microscopio de diseccion. Aparte del tumor ortotdpico, los tejidos se colocaron en
nitrégeno liquido, se almacenaron congelados para la extraccion del ARN total y la proteina. Aparte de los pulmones
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y el tumor ortotdpico, los tejidos se fijaron en formalina al 10 %, y la angiogénesis en los tejidos del tumor se
determind por tincion H&E e inmunohistoquimica.

Se descubrié que 15-20 dias después de la inoculacién del tumor, los xenoinjertos MDA-MB-435 de cancer de mama
humano habian crecido hasta alrededor de 100-200 mm?, con un éxito de la inoculacién del 100 %; en las semanas
8-9 después de la inoculacién, un gran numero de metastasis aparecieron en los tejidos de pulmén de los ratones
desnudos portadores de tumores, con una tasa de metastasis del 100 %. En ese momento, los animales se
sacrificaron y se sometieron a evaluacion del efecto antitumoral. El tratamiento de PGAS se realizé por inyeccion
intravenosa una vez por semana durante 7 semanas continuas. El grupo de tratamiento de PGAS de 5 mg/kg
muestra la capacidad de inhibicién del crecimiento de los tumores ortotépicos, pero el efecto de inhibicion del tumor
es insignificante, con un valor de T/C del 67,3 %; el grupo de tratamiento de PGAS de 20 mg/kg muestra la
capacidad de inhibicion de manera significativa del crecimiento de los xenoinjertos ortotdpicos MDA-MB-435 del
cancer de mama en ratones desnudos, con un valor de T/C de hasta 37,6 %. El ADM de farmaco de control positivo
muestra la capacidad de inhibicién de manera significativa del crecimiento de tumores ortotépicos MDA-MB-435 de
cancer de mama humano, y el grupo de tratamiento de ADM de 5 mg/kg tiene un valor de T/C de 21,8 %. Esto
demuestra que PGAS puede inhibir de manera significativa el crecimiento de los xenoinjertos ortotépicos MDA-MB-
435 de cancer de mama humano (FIG. 2). Bajo el régimen de dosificacion de 5 mg/kg y 20 mg/kg mediante
inyeccion intravenosa una vez por semana durante 7 semanas continuas, las tasas de inhibicion de PGAS sobre la
metastasis de pulmoén de xenoinjertos ortotopicos MDA-MB-435 de cancer de mama humano son 60,2 % y 88,4 %,
respectivamente. La tasa de inhibicion de doxorrubicina (5 mg/kg) sobre la metastasis de pulmén es 89,8 %. Esto
demuestra que PGAS puede inhibir de manera significativa la metastasis de pulmon de los xenoinjertos ortotopicos
MDA-MB-435 de cancer de mama humano (FIG. 3). Ademas, el efecto de PGAS sobre la angiogénesis in vivo se
evalué por tincion inmunohistoquimica. La deteccion del marcador CD31 especifico de células endoteliales muestra
que un gran numero de pequefios vasos se generan en los xenoinjertos ortotépicos MDA-MB-435 de cancer de
mama humano. No hay cambio significativo en la cantidad de pequefios vasos en xenoinjertos para el grupo de
tratamiento PGAS de 5 mg/kg en comparacion con el grupo de control, mientras que hay una disminucion
significativa en la cantidad de pequefios vasos en los xenoinjertos en el grupo de tratamiento de PGAS de 20 mg/kg
en comparacion con el grupo de control, con una tasa de inhibicion del 42,1 %. Esto muestra que PGAS puede
inhibir de manera significativa la angiogénesis en los xenoinjertos ortotdpicos MDA-MB-435 de cancer de mama
humano (FIG. 4).

Ejemplo 5: Evaluacion de la eficacia de inhibicion de metastasis tumoral de sulfato de acido poligulénico
(PGAS)

Ratones C57BL/6 de 6-7 semanas de edad (proporcionados por Shanghai Animal Center, Chinese Academy of
Sciences) se dividieron de forma aleatoria en un grupo de control negativo en salmuera normal, y un grupo de
tratamiento de PGAS de 5 mg/kg y un grupo de tratamiento de PGAS de 20 mg/kg, 10 animales/grupo. Células
B1sF10 de melanoma murino (de American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, EE.UU.) en una fase de
crecimiento exponencial en una concentracion de 2,5X10° células/ ml se inocularon en la vena de la cola de los
ratones. 20 min antes de la inoculacién de las células, los grupos de PGAS se dosificaron una vez mediante
inyeccion intraperitoneal (i.p.), y el grupo de control negativo se dosificd con una cantidad equivalente de salmuera
normal. Después de 11 dias, se retiraron los pulmones de los ratones, y los tejidos del pulmén se fijaron en una
solucion de Bouin (acido picrico saturado: formaldehido: acido acético glacial= 75:25:5) durante mas de 24 horas. El
numero de nédulos de metastasis de pulmén por pulmén se observé y se registré bajo un microscopio de diseccion.
Como alternativa, dicha observacion se realizé después de que los tejidos de pulmdn se empaparan adicionalmente
en etanol absoluto durante dos dias hasta que los tejidos de pulmén recuperaron el color normal. Se descubrio que,
11 dias después de la inoculaciéon, un gran nimero de metastasis aparecieron en los tejidos de pulmén de los
ratones, con una tasa de metastasis del 100 % y en el régimen de dosificacién de inyeccion i.p. Unica, el grupo de
tratamiento de PGAS de 5 mg/kg muestra una inhibicion significativa de la metastisis del tumor, con una tasa de
inhibicion de hasta 40,81 %, y el grupo de tratamiento de PGAS de 20 mg/kg muestra una inhibicion mas significativa
sobre la metastisis en el pulmén de las células B1sF10 del melanoma, con una tasa de inhibicién de hasta el 82,20 %.
Los resultados muestran que los PGAS pueden inhibir de manera significativa la metastasis en el pulmén de las
células B1sF10 de melanoma (FIG. 5).

El inventor estudié ademas el mecanismo de accion de PGAS.
Ejemplo 6: Ensayo de inhibicion de angiogénesis mediante PGAS

Huevos frescos (adquiridos en Shanghai Shenbao Chicken Farm) se colocaron en una base Roll-X incubadora (Lyon
Electric Company, CA, EE.UU.) a 39 °C y a una humedad del 50 % (la camara de gas hacia arriba). Después de
incubacion continua durante 7 dias, los huevos se iluminaron para identificar si los embriones de pollo estaban vivos
y se determind y marcoé la posicién de la membrana corioalantoidea. Se hizo un pequefio agujero en el extremo del
saco alveolar de los huevos, y el embrién de pollo se colocé horizontalmente (la membrana corioalantoidea hacia
arriba). El saco alveolar se succiond suavemente con una perilla para pipeta de caucho, de tal manera que la
membrana corioalantoidea se colapsod y separ6 de la cascara de huevo, y permiti6 mantenerse durante un periodo
de tiempo. Después, una posicion de ventana abierta de 1 cm? se hizo sobre el embrion de pollo, y la ventana
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abierta se molié y recortdé con unas tijeras, el polvo se retird de la cascara de huevo, la cascara de huevo en la
ventana abierta se peld, y la membrana corioalantoidea fue claramente visible. Se trataron las esponjas de gelatina
con un tamafio de 0,25 X 0,25 X 0,25 (longitud X anchura X altura) cm?® con 10 yl de PGAS a una concentracion final
de 200, 400, 800 pg/huevo y un control de vehiculo, y después se colocé suavemente en el lugar en la membrana
corioalantoidea sin vasos grandes. La ventana pequefa se sell6 con cinta transparente estéril, y los huevos se
incubaron adicionalmente durante 48 horas. Se retird la cinta para su observacion, se tomaron fotografias (aumento:
40x), y se evalué el efecto de inhibicién de PGAS sobre la angiogénesis de la membrana corioalantoidea de embridn
de pollo. Se descubrié que (FIG. 6), en la membrana corioalantoidea adyacente a la esponja que contenia PGAS, la
densidad del vaso se redujo de manera significativa, y se presentd la tendencia de inhibicion dependiente de la
concentracion. Esto muestra que PGAS tiene el efecto de inhibicion de la angiogénesis.

Ejemplo 7: Ensayo de inhibicion de la actividad de la heparanasa mediante PGAS

El sistema de expresién en insecto sin suero y el sistema de purificacién en columna de afinidad de la heparanasa
se establecieron usando ADNc de heparanasa humana obtenida de placenta humana mediante amplificacion por
PCR y recombinacién de genes, y se obtuvo una heparanasa altamente activa con una pureza del 95 % o superior.
A 150 pl de tampon de reaccion (acetato sodico 50 mM, pH4.2), 0,5 ug de FITC-HS (heparan sulfato marcado con
isotiocianato de fluoresceina) y heparanasa a una concentracion final de 25 ng/ ml, y también se afiadi6 PGAS a
varias concentraciones, y se reaccion6 a 37 °C durante 3 h. Después de 5 min a 100 °C, se realiz6 la centrifugacion
a 10000 rpm durante 20 min para sedimentar los materiales insolubles. El sobrenadante se filtré con una membrana
de filtro de 0,45 um y después se inyectd sobre la columna de TSK gel G3000SWXL con una carga de 20 pl, usando
un tampon Tris 50 mM/NaCl 150 nM, pH7,5, y un caudal de 0,8 ml/min. La intensidad de fluorescencia del producto
FITC-HS se detectd con un detector de fluorescencia (Ex: 485 nm, Em: 538 nm). Se evalué la actividad relativa de la
enzima mediante la disminucion de la mitad del area frontal del pico FITC-HS intacto, para determinar el efecto de
PGAS sobre la actividad de la heparanasa. Se descubrié que, PGAS inhibe la actividad de la heparanasa de una
manera dependiente de la dosis, con una ICso de 6,55 ng/ ml, y cuando la dosis es 40 ng/ ml, la actividad es mejor
que la heparina del control positivo (FIG. 7).

Ejemplo 8: Ensayo de inhibicion de la actividad de la enzima C-Met mediante PGAS

El sustrato Poli (Glu, Tyr) de la reaccion enzimatica se recubrid sobre una placa de microtitulacion, la solucién de
ATP y sulfato de acido poligulédnico y la solucidn de la enzima c-Met con concentraciones apropiadas se afiadieron y
se colocaron en un agitador para la reaccion a 37 °C durante 1 hora. Después, se anadi6 el anticuerpo PY99 diluido
con T-PBS que contenia 5 mg/ ml de BSA y se reaccion6 en el agitador a 37 °C durante 0,5 horas. Ademas, anti-IgC
de ratdén de cabra marcado con peroxidasa de rabano picante se afiadié y se reaccion6 en el agitador a 37 °C
durante 0,5 horas adicionales. Para finalizar, se afiadié 2 mg/ ml de solucién en desarrollo de OPD, se reaccioné a
25 °C en la oscuridad durante 1-10 min, y se afiadié H2SO4 2M para terminar la reaccion. Se midié la absorbancia a
490 nm mediante el lector de microplacas y se calcul6 la tasa de inhibicion de la actividad enzimatica:

Taza de inhikcldn Gak
_ C Valar de DO dal canpueste — valer de DO de poctllo ds cantral sin enzintg ‘I £100

Yalar de D0 depoellle de cantral negative — Valar de DO de valar depeclle ds eontral s snzina!

Se descubrid que, la tasa de inhibicion de la actividad enzimatica de sulfato de acido poligulénico a una
concentracion de 10 ug/ ml sobre c-Met es 71,1 %, lo que indica que el sulfato de acido poligulénico tiene el efecto
de inhibicion de la actividad de la enzima C-Met.

Ejemplo 9: Ensayo de inhibicion de la polimerizacién de tubulina mediante PGAS

Se afiadieron 10 pl de PGAS a varias concentraciones en una placa de 96 pocillos y se precalenté a 37 °C durante
10 min. El polvo liofilizado de tubulina se diluyé en tampén de PEM (PIPES 100 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 1 mM) mas
GTP 1 mM, glicerina al 5 % hasta una concentracién de 12 yM. 90 pl de esta solucion se afiadié a la placa de 96
pocillos, y se inicid un lector de microplacas, la temperatura era de 37 °C y la longitud de onda de deteccion se
ajustd a 340 nm. Se mezclé completamente y se leyé una vez por min durante 30 min. continuos. Los resultados
muestran que PGAS puede inhibir significativamente la polimerizacién de tubulina en el sistema sin células, y
cuando la concentracion de PGAS aumenta de 2,5 yM a 40 uM, la tasa de inhibicion aumenta de 18,26 % a
73,44 %, que es dependiente de la dosis, con una ICso de 8,58 uM (FIG. 8).

Ejemplo 10: Inhibicion de la despolimerizacion de actina mediante PGAS

Se afiadio actina marcada con pirenilo en un tampon de agregacion (Tris-HCI 100 mM, MgClz 20 mM, KCI 500 mM,
CaCl2 2 mM, pH 7,5), y se incubé a 37 °C durante 30 min. de manera que se agrego en fibrillas. Después, el tampdn
de despolimerizacion de actina (Tris-HCI 10 mM, CaCl2 0,2 mM, ATP 0,2 mM, pH 8,0) y PGAS de diferentes
concentraciones se afadieron para la dilucion de manera que se despolimerizd. Un lector de microplacas de
fluorescencia se ajusté a una longitud de onda de emision de 360 nm y una longitud de onda de absorcién de 410
nm y a una temperatura de 37 °C. Se mezclé completamente y se leyd una vez por min. durante 30 min. continuos.
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Los resultados muestran que, PGAS puede inhibir significativamente el proceso de despolimerizacion de actina en el
sistema sin células y exhibe dependencia de la dosis (ICso0 es 10,6 uM) (FIG. 9).

Ejemplo 11: Inhibicién de PGAS sobre la actividad divisora/de despolimerizacion de actina de cofilina

Sulfato de acido poliguldnico se acoplé con Sepharose CL-4B para preparar una columna de cromatografia de
afinidad de sulfato de acido poligulénico. Usando esta columna de cromatografia, se extrajeron y se separaron las
proteinas de union de sulfato de acido poligulénico en la linea celular A549 de cancer de pulmoén. Se descubrié por
identificacion de espectrométrica de masas que, la cofilina es una de las proteinas que se une fuertemente a sulfato
de acido poligulénico. Estudios adicionales muestran que sulfato de acido poligulénico puede inhibir
significativamente la actividad divisora/de despolimerizacion de actina de la cofilina (FIG. 10). Esto indica que el
sulfato de acido poligulénico puede enlazarse a la cofilina para inhibir la actividad divisora/de despolimerizacién de
actina de la cofilina, y por lo tanto funcionar para inhibir la migracion celular de las células tumorales.

Ejemplo 12: Determinacion de la actividad de componentes de azicar de PGAS

Se ensay6 la actividad antitumoral de los componentes de azucar de PGAS preparados en la Realizaciéon 3. Se
descubrié que, los componentes tetrasacaridos a dodecasacaridos (que corresponden a aquellos en los que n es 2-
10 en la férmula general (I)) del PGAS a una dosis de inyeccion intravenosa de menos de 15 mg/kg tienen un valor
T/C del 30 % o inferior sobre el crecimiento de los xenoinjertos ortotépicos MDA-MB-435 de cancer de mama
humano en ratones desnudos, y tienen una tasa de inhibicién del 95 % o superior sobre la metastasis de pulmén de
los mismos; los componentes hexasacaridos a decasacaridos (en la férmula general (1), n=4-8) a una dosis inferior a
10 mg/kg tienen un valor T/C del 30 % o inferior sobre el crecimiento de los xenoinjertos ortotépicos MDA-MB-435 de
cancer de mama humano en ratones desnudos, y tienen una tasa de inhibicién del 95 % o superior sobre la
metastasis de pulmoén de los mismos. Los resultados son mejores cuando el contenido de azufre es 7-15 % en peso,
y son mejores cuando es 9-13 % en peso.

Ejemplo 13: Determinacion de la actividad de inhibicion de la metastasis tumoral de los componentes de
azucar de PGAS

El efecto de componentes de azicar de PGAS diferentes separados en el Ejemplo 3 sobre la metastasis tumoral se
detectd con el ensayo celular Transwell. Se usa tripsina para digerir células MDA-MB-435 de cancer de mama que
se cultivan por pasaje in vitro en la etapa de crecimiento exponencial, seguido de lavado con cultivo sin suero tres
veces Yy diluido a 2 x 108/ ml. 100 pl de las diluciones celulares se afadieron en las camaras superiores de los
pocillos en la célula Transwell, y 600 pl de cultivo que contiene FBS al 10 % se afiadieron en las camaras inferiores,
y se afiadieron 100 ug/ ml de diferentes componentes PGAS tanto a las camaras superiores como inferiores.
Después de que las células se incubaron en una incubadora que contenia CO:2 al 5 % a 37 °C durante 12 h, el medio
de cultivo se retiro, y se fijaron las células en una solucién de etanol al 90 % durante 30 min. Las células se tifieron
con una solucion violeta cristal al 0,1 % (acido bdrico 0,1M, violeta cristal al 0,1 % (p/v), etanol al 2 %) a temperatura
ambiente durante 10 min, se enjuagaron con agua clara, y se limpiaron con hisopos de algodén para retirar las
células no migradas en la capa superior. Las células se observaron, fotografiaron y registraron bajo un microscopio.
Para finalizar, se realizé la extraccion con solucion de acido acético al 10 % a 100 ul/pocillo durante 10 min, los
valores de DO se determinaron a 595 nm, y se calcularon las tasas de inhibicién de la migracion de diferentes
componentes de azucar sobre las células de cancer de mama.

Taza de nhitdelén de la nolgracdo (95 = (L — D sramients’ B onma T =100 %5

Se descubrié que, las células MDA-MB-435 en el grupo de control pueden migrar libremente desde las camaras
superiores a inferiores dentro de 12 horas junto con el gradiente de concentracion de FBS. Se puede observar a
partir de los resultados fotograficos de tincion de violeta cristal que, diferentes componentes de azucar de PGAS,
que varian desde tetrasacaridos (en la férmula general |, n=2) hasta undecasacaridos (en la férmula general |, n=9),
y polisacaridos mas grandes, pueden inhibir significativamente la migracion de las células tumorales, mientras que el
componente disacarido (en la férmula general I, n=0) y el componente trisacarido (en la férmula general I, n=1)
tienen tasas de inhibicién inferiores (FIG. 11), lo que indica que varios componentes PGAS (particularmente, de
tetrasacarido a undecasaccarido y policomponente mas grande) tiene el efecto de inhibicion de la metastasis de las
células tumorales.

Procesamiento estadistico

Los datos anteriores se sometieron a analisis estadistico con el software Statview, se expresaron los resultados
como "Valores medios + SE", y se us6 ANOVA para su comparacion.

De acuerdo con los resultados farmacoldgicos anteriores, se puede preparar una composicion farmacéutica usando
medios de formulacién convencionales mezclando una cantidad eficaz de un sulfato de acido poligulénico de la
presente invencién con vehiculo farmacéutico. La composicion farmacéutica se puede usar como farmacos de
tratamiento tumoral y farmacos de tratamiento de metastasis tumoral, y también se puede usar como inhibidores de
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la angiogénesis, inhibidores de la heparanasa, inhibidores de la enzima C-Met, inhibidores de la polimerizacion de
microtubulos e inhibidores de la despolimerizacion de actina. El uso de un sulfato de acido poligulénico de la
presente invencién en la preparacion de un medicamento para tratar tumores y metastasis tumoral es de relevancia
muy importante.
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REIVINDICACIONES

1. Un sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la unidad de acido
L-gulurénico se une por enlaces 1,4-glicosidicos entre si, con un hidroxilo localizado en la posiciéon 1 del extremo
reductor, y los anillos de azicar completamente sulfatados en la posicion C-2, en donde el sulfato de acido
poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo tiene una estructura de la siguiente férmula general

(1):

OH
COOH

OR OR,.CH,OH

2

D
en donde,

n representa 0 o un numero entero de 1-23,

R1es SOs3H,

R2, independiente uno del otro, representa H o SO3H,

siempre y cuando el grado de sulfatacién calculado como el contenido de azufre del sulfato de acido poligulénico
sea 5 a 20 % en peso.

2. El sulfato de acido poligulonico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion
1, en donde en la férmula general (I), n es un nimero entero de 2-13, preferentemente 3, 4, 5,6, 7 u 8.

3. El sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion
1 0 2, en donde el contenido de azufre es 7-15 % en peso, preferentemente 9-13 % en peso.

4. Un método para preparar el sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de
acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende:

reaccionar un acido poligulurénico como se muestra en la siguiente formula estructural (lI) con un reactivo
sulfonante, seguido de reduccion por medio de un agente reductor para dar el sulfato de acido poligulénico como
se muestra en la férmula general (1),

O O O
COOH o COOCH COOH

OH O OH O OH O
OH

m

(1)
en la férmula estructural (I1), m representa 0 o un nimero entero de 1-48;

OH
COOCOH

OR OR,.CH,OH

2

n )

en la formula general (1), n, R1y R2 son como se han definido en la reivindicacion 2.

5. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en el que el reactivo sulfonante es acido clorosulfénico; la
temperatura de sulfonacién es 45-85 °C, preferentemente 60-75 °C; el tiempo de reaccion es 1,5-4,5 horas,
preferentemente 2-3,5 horas, de la manera mas preferente 3 horas; y/o, el agente reductor es borohidruro sodico,
cianoborohidruro sddico, los reactivos de niquel-hidruro o los agentes reductores basados en hal6geno.

6. Uso del sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la preparacion de un medicamento para inhibir el crecimiento y/o
metastasis tumoral.
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7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el tumor se selecciona entre el grupo que consiste en cancer
de higado, cancer de estdmago, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer
de rifidn, cancer de vejiga, cancer de prostata, melanoma y cancer cerebral.

8. Uso del sulfato de acido poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la preparacion de inhibidores del crecimiento tumoral, inhibidores de la
metastasis tumoral, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de la heparanasa, inhibidores de la enzima C-Met,
inhibidores de la polimerizacion de microtubulos, inhibidores de la actividad del factor de despolimerizacién de actina
y/o inhibidores de la agregacion de actina.

9. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del sulfato de acido
poligulénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3.

10. Uso de la composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9 en la preparacion de inhibidores del
crecimiento y/o metastasis tumoral.

11. Uso de la composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 9 en la preparacion de inhibidores del
crecimiento tumoral, inhibidores de la metastasis tumoral, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de la
heparanasa, inhibidores de la enzima C-Met, inhibidores de la polimerizacién de microtibulos, inhibidores de la
actividad del factor de despolimerizacion de actina y/o inhibidores de la agregacién de actina.
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