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ES 2737025 T3

DESCRIPCION
Métodos y sistemas para el cribado de composiciones que comprenden polisacaridos sulfados no anticoagulantes
INTRODUCCION

[0001] La hemorragia es una de las manifestaciones mas graves vy significativas de la enfermedad, y puede ocurrir
desde un sitio local o ser sistémica. El sangrado localizado puede estar asociado con lesiones y puede complicarse
aun mas por un mecanismo hemostatico defectuoso. La coagulacion sanguinea es inadecuada en los trastornos
hemorragicos, que pueden ser causados por trastornos congénitos de la coagulacion, trastornos de la coagulacion
adquiridos o afecciones hemorragicas inducidas por un traumatismo. Las deficiencias congénitas o adquiridas de
cualquiera de los factores de coagulacion pueden estar asociados con una tendencia hemorragica. Los trastornos
congénitos de la coagulacioén incluyen la hemofilia, un trastorno recesivo ligado al cromosoma X que involucra una
deficiencia del factor VIl de la coagulacion (hemofilia A) o factor IX (hemofilia B) y la enfermedad de von Willebrand,
un trastorno hemorragico poco frecuente que involucra una deficiencia grave del factor de von Willebrand. Los
trastornos de la coagulacion adquiridos pueden surgir en individuos sin un historial previo de sangrado como resultado
de un proceso de enfermedad. Por ejemplo, los trastornos de la coagulacion adquiridos pueden ser causados por
inhibidores o autoinmunidad contra los factores de coagulacién de la sangre, como el factor VIII, el factor de von
Willebrand, los factores IX, V, Xl, Xll'y XIlI; o por trastornos hemostaticos, como los causados por una enfermedad
hepatica, que pueden estar asociados con una disminucion de la sintesis de los factores de coagulacion.

[0002] EI documento WO 2005/117912 describe métodos para promover la hemostasia usando polisacaridos
sulfatados no anticoagulantes (NASP).

[0003] Zhang et al.; 2011; Glicobiologia; 21, 11; p1508; XP009188165 describe la deteccion de fucoidanos como
candidatos a farmacos procoagulantes.

[0004] Dockal et al.; 2011; Base de datos de biosis; Servicio de informacién de biociencias; acceso a la base de datos
n® PREV201200219543; 532 Reunion Anual y Exposicion ASH; XP009188172 describe la caracterizacion de
fucoidanos y sus efectos en un modelo de conejillo de indias inhibido por Factor VIIL.

[0005] Dockel et al.; Base de datos de biosis 2011; Servicio de informacién de biociencias; acceso a la base de datos
n® PREV201200218491; 532 Reunién Anual y Exposicion ASH; XP009188173 describe la actividad anticoagulante y
el mecanismo de los polisacaridos sulfatados no anticoagulantes.

[0006] EI documento WO 2008/103234 describe métodos para purificar fucoidans a partir de extractos de algas
marinas.

[0007] El documento WO 2011/088267 describe métodos y composiciones para tratar trastornos de sangrado.
RESUMEN
[0008] La presente invencién proporciona un método para evaluar o seleccionar una pluralidad de composiciones que
comprenden un NASP (polisacarido sulfatado no anticoagulante) para identificar una composicidon que sea adecuada
para tratar a un sujeto que tenga un trastorno de coagulacion de la sangre, comprendiendo el método:
determinando las caracteristicas de:
la actividad de coagulacién y composicion quimica de cada composicion;
la estructura molecular de cada NASP;
en donde dicha determinacion de la actividad de coagulacion comprende evaluar la CEsg para la
actividad procoagulante de la composicion mediante trombografia automatizada calibrada (CAT), la
ventana procoagulante de la composicion, y calcular la relacion de la actividad procoagulante a la
actividad anticoagulante de la composicion;
en donde dicha determinacién de la estructura molecular comprende determinar el peso molecular
de la NASP, el porcentaje en peso de azufre de la NASP y el contenido de fucosa y alginato de la
NASP; y
en donde dicha determinacién de la composiciéon quimica comprende determinar los componentes
elementales de la composicion, y en donde dicha determinacion de los componentes elementales

de la composicién comprende determinar el contenido de impureza de la composicion;

en donde dicho método comprende ademas comparar las caracteristicas determinadas de la pluralidad de
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composiciones que comprenden un NASP;

en donde dicho método comprende ademés determinar que una o mas de la pluralidad de composiciones
pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién sanguinea cuando la
composicion comprende:

un valor de ECso para la actividad procoagulante de 0,3 mg/ml o menos segun lo determinado por
CAT;

una ventana procoagulante de 0,1 a 100 mg/mL;

una relacién de la actividad procoagulante a la actividad anticoagulante de la composicion que es
10 o mayor; un peso molecular de la NASP que es de 160 kDa o menos;

un contenido de fucosa de la NASP que es 60% de fucosa o mayor;

un contenido de alginato de la NASP que es un 10% de alginato o menos;

un porcentaje en peso de azufre de la NASP que es 8% de azufre en peso o mayor; y

un porcentaje en peso de impurezas en la composicién que es 0,1% de impurezas en peso 0 menos.

[0009] En otros casos, determinar la actividad de coagulacion de la composicion incluye ademas evaluar la actividad
inhibidora de TFPI de la NASP. En otros casos, determinar la actividad de coagulaciéon de la composicion incluye
ademas determinar el efecto de la composicion sobre la activacién de la via de contacto.

[0010] En otras realizaciones, los métodos incluyen ademas determinar la polidispersidad del peso molecular de
NASP, y determinar la configuracién estructural (por ejemplo, enlaces glicosidicos) de la NASP.

[0011] En otras realizaciones mas, los métodos incluyen ademas determinar la composicién elemental, el contenido
de sacérido no NASP y el contenido de proteina.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0012]

Las Figuras 1a-b muestran diagramas de flujo que ilustran los pasos para evaluar una o mas composiciones
de NASP.

Las Figuras 2a-d muestran ejemplos de datos adquiridos para la actividad procoagulante de composiciones
de NASP segun se midié usando trombografia automatizada calibrada (CAT).

La Figura 3 muestra un ejemplo de datos de actividad anticoagulante de composiciones de NASP segun se
midié utilizando el ensayo de tiempo parcial de tromboplastina activada (aPTT).

Las Figuras 4a-j muestran ejemplos de datos para la activacion por via de contacto de composiciones de
NASP segun se midié usando CAT en presencia y ausencia de inhibidor de tripsina de maiz (CTI).

Las Figuras 5a-d muestran actividades procoagulantes y anticoagulantes de composiciones de NASP
separadas por tamafio. La Figura 5a muestra la actividad procoagulante determinada por ensayos CAT en
plasma humano inhibido por FVIII. La Figura 5b muestra el efecto anticoagulante medido por ensayos de
aPTT. La Figura 5¢ muestra la actividad procoagulante por los valores de CEsp derivados de las curvas de
generacién de trombina en funcién del peso molecular. La Figura 5d muestra las tendencias observadas para
la actividad anticoagulante.

Las Figuras 6a-d muestran actividades procoagulantes y anticoagulantes de composiciones de NASP sobre
sulfatadas y sobre sulfatadas. La Figura 6a muestra la actividad procoagulante determinada por ensayos CAT
en plasma humano inhibido por FVIII. La Figura 6b muestra el efecto anticoagulante medido por ensayos de
aPTT. La Figura 6¢c muestra la actividad procoagulante por los valores de CEsp derivados de las curvas de
generacién de trombina en funcién del peso molecular. La Figura 6d muestra las tendencias observadas para
la actividad anticoagulante.

La Figura 7 muestra un ejemplo de datos para medir la inhibicién del inhibidor de la ruta del factor tisular
(TFPI) por composiciones de NASP segun se mide por el ensayo de tiempo de protrombina diluida (dPT)
segun ciertas realizaciones.

La Figura 8 muestra un ejemplo de un gel de agarosa usado para caracterizar composiciones de NASP de
acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 9 muestra un ejemplo del contenido de monosacaridos para una composicion de NASP segln se
mide por cromatografia idnica de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 10 muestra un ejemplo de '*C-RMN usada para caracterizar la heterogeneidad, el contenido de
fucosa y alginato de las composiciones de NASP de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 11 muestra un ejemplo de medicién de integrales de la '*C-RMN representada en funcién del tiempo
de retraso de relajacion (D1) para composiciones de NASP de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 12 muestra un ejemplo de la superposiciéon del indice de refraccion por cromatografia de exclusion
de tamafo de composiciones de NASP de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 13 muestra un ejemplo de 'H-RMN y '3C-RMN usadas para caracterizar composiciones de NASP
separadas por tamario de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 14 muestra ejemplos de 2D-RMN usada para caracterizar composiciones de NASP de acuerdo con
ciertas realizaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737025713

La Figura 15 muestra un ejemplo de plano 2D de un conjunto de datos 3D-RMN usado para caracterizar
composiciones NASP de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 16 ilustra un ejemplo de la sulfatacion de NASP y la configuracion del enlace glicosidico de acuerdo
con ciertas realizaciones.

La Figura 17 muestra otro ejemplo de 2D-RMN utilizado para caracterizar composiciones NASP de acuerdo
con ciertas realizaciones.

La Figura 18 muestra un ejemplo de 'H-RMN usada para caracterizar NASP desulfatados y sobre sulfatados
de acuerdo con ciertas realizaciones.

La Figura 19 muestra un ejemplo de ensayo de TFPI-dPT y experimentos de Biacore utilizados para analizar
la inhibicion del efecto anticoagulante de TFPI y la unién de los NASP a TFPI.

DESCRIPCION DETALLADA

[0013] Antes de que la invencion se describa con mayor detalle, debe entenderse que la invencion no esta limitada a
realizaciones particulares descritas en el presente documento, ya que dichas realizaciones pueden variar. También
debe entenderse que la terminologia utilizada en este documento tiene el propésito de describir solo realizaciones
particulares, y la terminologia no pretende ser limitante. El alcance de la invencién esta limitado solamente por las
reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en
este documento tienen el mismo significado que entiende comidnmente un experto en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Cuando se proporciona un rango de valores, se entiende que cada valor intermedio, a la décima parte
de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior
de ese rango y cualquier otro valor declarado o intermedio en el rango indicado, se engloba dentro de la invencion.
Los limites superior e inferior de estos rangos mas pequeiios pueden incluirse independientemente en los rangos mas
pequerios y también estan incluidos dentro de la invencion, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el
rango establecido. Cuando el rango indicado incluye uno o ambos limites, los rangos que excluyen cualquiera o ambos
de los limites incluidos también se incluyen en la invencion. Ciertos rangos se presentan aqui con valores numéricos
que van precedidos por el término "acerca de". El término "acerca de" se usa en este documento para proporcionar
soporte literal para el nimero exacto que precede, asi como un nUmero que es cercano o0 aproximadamente al nimero
que el término precede. Al determinar si un nimero esta cerca de o aproximadamente un numero recitado
especificamente, el nimero no recitativo cercano o aproximado puede ser un nimero que, en el contexto en el que se
presenta, proporciona el equivalente sustancial del nimero recitado especificamente. La cita de cualquier publicacién
es para su divulgacion antes de la fecha de presentacién y no debe interpretarse como una admision de que la
invencion aqui descrita no tiene derecho a ser anterior a dicha publicacion en virtud de la invencién anterior. Ademas,
las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacién reales, que pueden
necesitar confirmacion independiente.

[0014] Como resultara evidente para los expertos en la técnica al leer esta descripcion, cada una de las realizaciones
individuales descritas e ilustradas en el presente documento tiene componentes y caracteristicas discretas que pueden
separarse o combinarse facilmente con las caracteristicas de cualquiera de las otras realizaciones. Cualquier método
recitado se puede llevar a cabo en el orden de los eventos recitados o en cualquier otro orden que sea légicamente
posible. Aunque cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
también se pueden usar en la practica o el ensayo de la invencion, ahora se describen métodos y materiales
representativos ilustrativos.

[0015] En la descripcién adicional de la presente invencion, los métodos para evaluar una o mas composiciones de
NASP se describen primero con mayor detalle. A continuacion, se revisan los métodos para identificar una composicién
NASP mas que pueda ser adecuada para tratar a un sujeto con un trastorno de la coagulacién de la sangre.

METODOS PARA IDENTIFICAR UNA O MAS COMPOSICIONES DE NASP

[0016] La invencion se refiere a métodos para identificar o seleccionar una pluralidad de composiciones de NASP que
son adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulaciéon sanguinea, como se define en las
reivindicaciones. Al describir los métodos del sujeto, el término "trastorno de la coagulacion de la sangre" se usa aqui
en su sentido convencional para referirse a cualquier trastorno asociado con un sangrado excesivo, como un trastorno
de la coagulacion congénita, un trastorno de la coagulacion adquirida, la administracién de un anticoagulante o una
condicion hemorragica inducida por trauma. Los trastornos hemorragicos pueden incluir, entre otros, hemofilia A,
hemofilia B, enfermedad de von Willebrand, trombocitopenia idiopatica, una deficiencia de uno o mas factores de
contacto, como factor Xl, factor Xll, precalicreina y kininbgeno de alto peso molecular. (HMWK), una deficiencia de
uno o mas factores asociados con hemorragia clinicamente significativa, como el factor V, factor VII, factor VI, factor
IX, factor X, factor XIll, factor Il (hipoprotrombinemia) y factor de von Willebrand, una deficiencia de vitamina K, un
trastorno de fibrinégeno, que incluye afibrinogenemia, hipofibrinogenemia y disfibrinogenemia, una deficiencia de
alfa2-antiplasmina y sangrado excesivo causado por enfermedad hepdtica, enfermedad renal, trombocitopenia,
disfuncion plaquetaria, hematomas, hemorragia interna, hemartrosis, cirugia, traumatismo, hipotermia, menstruacién
y embarazo. Alternativamente, un trastorno de coagulacion de la sangre puede ser el resultado de administrar un
anticoagulante a un sujeto. Por ejemplo, el sujeto puede haber sido tratado con un anticoagulante que incluye, entre
otros, heparina, un derivado de cumarina, como warfarina o dicumarol, TFPI, AT Ill, anticoagulante lipico, péptido
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anticoagulante nematodo (NAPc2), sitio activo bloqueado factor Vlla (factor Vlllai), inhibidores del factor IXa,
inhibidores del factor Xa, incluidos fondaparinux, idraparinux, DX-9065a y razaxaban (DPC906), inhibidores de los
factores Va y VIllla, incluyendo proteina C activada (APC) e inhibidores de trombomodulina, trombina soluble,
incluyendo hirudina, bivalirudina, argatroban y ximelagatran. En ciertas realizaciones, el anticoagulante en el sujeto
puede ser un anticuerpo que se une a un factor de coagulacion, que incluye, pero no se limita a, un anticuerpo que se
une al factor V, factor VII, factor VIII, factor IX, factor X, factor XIII, factor Il, factor Xl, factor XII, factor de von Willebrand,
precalicreina o cinindgeno de alto peso molecular (HMWK).

[0017] El término "sujeto” se refiere a la persona u organismo al que se le diagnostica un trastorno de coagulacion de
la sangre. Como tales, los sujetos de la invencion pueden incluir, pero no se limitan a mamiferos, por ejemplo, seres
humanos y otros primates, tales como chimpancés y monos y otras especies de simios; y similares, donde en ciertas
realizaciones el sujeto son humanos.

[0018] En la descripcidn de la presente invencién, el término "NASP" se refiere a polisacaridos sulfatados (SP) que
exhiben actividad no anticoagulante y anticoagulante en cualquiera de los diversos ensayos de coagulacion descritos.
En realizaciones de la invencién, las composiciones de NASP pueden obtenerse de cualquier fuente conveniente. Por
ejemplo, las composiciones de NASP pueden ser composiciones de NASP naturales que se encuentran o se derivan
de una fuente natural, tal como de una fuente animal o vegetal y abarcan una amplia gama de subclases que incluyen
glicosaminoglicanos, heparinas, fucoidanos, carragenanos, polisulfatos de peninsula, sulfatos de dermatan y sulfatos
de dextrano. En algunas realizaciones, las composiciones naturales de NASP se extraen de una fuente biol6gica. Por
"fuente bioldgica" se entiende un organismo natural o parte de un organismo. Por ejemplo, las composiciones de NASP
pueden extraerse de plantas, animales, hongos o bacterias. En particular, las composiciones NASP pueden extraerse
de algas comestibles, algas pardas, equinodermos (por ejemplo, erizos de mar, pepinos de mar) y similares. Se puede
emplear cualquier protocolo conveniente para extraer la composicién NASP de la fuente bioldgica. Por ejemplo, la
composicion de NASP se puede extraer de la fuente biolégica mediante extraccién a base de acido, degradacién
enzimatica, precipitacion selectiva, filtracion, entre otros procedimientos. Los métodos para extraer y aislar NASP de
fuentes biolégicas, como algas marinas comestibles y algas pardas, se describen en detalle en la Solicitud de Patente
de EE.UU. nimero de serie 12/449,712, presentada el 25 de febrero de 2010. En ciertos casos, las composiciones de
NASP incluyen fucoidans. Como se usa en el presente documento, el término "fucoidano” se refiere a un grupo diverso
de polisacaridos sulfatados complejos de origen natural que se extraen de ciertas algas comestibles, algas pardas y
equinodermos (por ejemplo, erizos de mar, pepinos de mar). En algunas formas de realizacién, los fucoidanos son
NASP que se extraen de organismos del género Fucus, Laminaria, Cladosiphon, Namacystus, Undaria, Chordaria,
Sargassum, Leathesia, Desmarestia, Dictyosiphon, Dictyota, Padina, Spatoglossum, Adenocystis, Pylayella,
Ascophyllum, Bifurcaria, Himanthalia, Hizikia, Pelvetia, Alaria, Arthrothamnus, Chorda, Ecklonia, Eisenia, Macrocystis,
Nereocystis, Petalonia, Scytosiphon, y Saundersella, entre otros. En ciertas realizaciones, los fucoidanos son
fucoidanos Laminaria japonica (L.j.); fucoidanos Fucus vesiculosus (F.v.), fucoidanos Undaria pinnatifida (U.p.) y
fucoidanos Ecklonia maxima (E.m.).

[0019] Segun la fuente de la composicién de NASP, las composiciones de NASP pueden incluir uno o mas NASP. Por
ejemplo, las composiciones de NASP pueden incluir dos o mas NASP, como tres 0 mas NASP e incluir cuatro o mas
NASP. Como tal, cuando las composiciones de NASP incluyen mas de un NASP, los métodos pueden incluir la
separacion y purificacion de los NASP antes de evaluar una o mas composiciones de NASP. Los NASP pueden
separarse utilizando cualquier protocolo conveniente, tal como mediante extraccion a base de acido, cromatografia
i6nica, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion de gel, cromatografia liquida de alto rendimiento,
cromatografia de exclusion de tamaro y similares.

[0020] Como se describe anteriormente, la invencién se relaciona con la evaluacion de una o mas composiciones de
NASP mediante la determinacioén de la actividad de coagulacion y la composicion quimica de la composicion de NASP
y la estructura molecular de la NASP. Cada paso puede realizarse en cualquier momento durante los métodos de la
invencion. Como tal, la actividad de coagulacion, la composicién quimica y la estructura molecular de la NASP se
pueden determinar de manera simultanea o secuencial. Por ejemplo, la Figura 1a muestra un diagrama de flujo que
ilustra los pasos para evaluar una o mas composiciones de NASP. Como se muestra en la Figura 1a, los métodos
pueden incluir primero, evaluar la actividad de coagulacion de la composicién de NASP, y luego determinar la
composicién quimica de la composicién de NASP y la estructura molecular de NASP. Alternativamente, como se
muestra en la Figura 1b, primero se puede determinar la composicion quimica de la composicion de NASP vy la
estructura molecular de NASP, y luego se evalla la actividad de coagulacién. En otros casos, la actividad de
coagulacién, la composicion quimica y la estructura molecular de la NASP se determinan simultdneamente. Ademas,
una o mas composiciones de NASP pueden evaluarse en un momento dado. Como tal, en ciertos casos, mas de una
composicion de NASP puede evaluarse simultaneamente, como dos o0 mas composiciones de NASP, como tres 0 mas
composiciones de NASP, como cuatro o mas composiciones de NASP, incluidas cinco o0 mas composiciones de NASP
simultaneamente.

[0021] En la evaluacién de una composicién de NASP, los métodos incluyen determinar la actividad de coagulacion
de la composicién. Por "actividad de coagulacién" se entiende cualquier efecto biolégico que una composicion de
NASP pueda tener sobre el proceso de coagulacion, incluida la anticoagulacion y la procoagulacion. Cualquier medio
de muestra para estudiar la formacion de coagulos puede emplearse para evaluar la actividad de coagulacion y puede
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incluir, entre otros, sangre total, plasma sanguineo normal, plasma sanguineo deficiente en el factor de coagulacion,
plasma sanguineo inhibido del factor de coagulacion, plasma sanguineo deficiente en el factor de coagulacion
congénita y plasmas producidos sintéticamente, entre otros. En algunas realizaciones, la actividad de coagulacién se
evalua en plasma normal. En otras realizaciones, la actividad de coagulacién se evalia en plasmas inhibidos por el
factor de coagulacion. Por "plasmas inhibidos por el factor de coagulacién" se entiende uno o mas factores de
coagulacién (por ejemplo, Factor VIII, Factor IX o Factor Xl) que se eliminan funcionalmente del plasma, como por
ejemplo un inhibidor, que proporciona actividad neutralizante del factor de coagulacion. En otras realizaciones mas, la
actividad de coagulacién se evalta en plasmas deficientes en el factor de coagulacién. Por "plasmas deficientes en el
factor de coagulacién" se entiende uno o mas factores de coagulacion que se eliminan del plasma, como la
inmunoadaptacion por afinidad selectiva o muestras de plasma de pacientes con deficiencias congénitas del factor de
coagulacién. Por ejemplo, la actividad de coagulacion puede evaluarse en plasmas en los que el Factor VIII (FVIII), el
Factor IX (FIX) o el Factor XI (FXI) se han eliminado del plasma (es decir, el plasma esta ausente de FVIII, FIX o FXI).
Alternativamente, la actividad de coagulacion puede evaluarse en plasmas inhibidos por FVIII, inhibidos por FIX o
inhibidos por FXI mediados por anticuerpos.

[0022] La determinacion de la actividad de coagulacion incluye la evaluacion de la actividad procoagulante de la
composicion de NASP. El término "actividad procoagulante”, como se usa en el presente documento, se refiere al
efecto positivo que tiene la composicién NASP para acelerar el inicio de la coagulacién, asi como para aumentar la
velocidad de coagulacién global, en comparacion con un control adecuado (determinado mediante ensayos de
coagulacién sanguinea, p.ej., CAT, dPT, que se describen detalladamente a continuacion). En otras palabras, la
actividad procoagulante es el efecto que tiene la composicion de NASP en la reduccién de la cantidad de tiempo para
que comience la coagulacion o en la reduccion de la cantidad total de tiempo para que se complete la coagulacién.

[0023] La evaluacion de la actividad procoagulante de la composicion de NASP puede incluir, en ciertos casos, medir
el aumento en la tasa global de coagulacién por la composicion de NASP. Por ejemplo, la composicion de NASP
puede aumentar la tasa global de coagulaciéon en un 1% o mas en comparacién con un control adecuado, como un
5% o0 mas, como un 10% o mas, como un 15% o mas, como 20% o mas, como 30% o0 mas, como 40% o mas, como
50% o0 mas, como 75% o mas, como 90% o mas, como 95% o0 mas e incluyendo 99% o mas en comparacién con un
control adecuado. En algunos casos, la tasa global de coagulacion que puede incrementarse con la composicion de
NASP varia de 0,5% a 99% en comparacion con un control adecuado, como 5% a 90%, tal como 10% a 75% e
incluyendo 15% a 50% en comparacion con un control adecuado. La evaluacién de la actividad procoagulante de la
composicion de NASP también puede incluir medir la aceleracion en el inicio de la coagulacion mediante la
composicion de NASP. Por ejemplo, la cantidad de tiempo requerido para que comience la coagulacion puede
reducirse por la composicion de NASP en un 5% o0 mas en comparacién con un control adecuado, tal como en un 10%
0 mas, como en un 25% o mas, tal como en un 50% o mas, tal como en un 75% o mas, tal como en un 90% o mas e
incluyendo en un 95% o mas en comparacién con un control adecuado. En algunos casos, la cantidad de tiempo
requerido para comenzar la coagulacién que puede reducirse por la composicién de la NASP varia de 0,5% a 99% en
comparacién con un control adecuado, como 5% a 90%, tal como 10% a 75% y incluyendo 15% a 50% en comparacién
con un control adecuado. El aumento en la tasa global de coagulacién y la aceleracion en el inicio de la coagulacién
se pueden medir mediante cualquier protocolo conveniente, como, por ejemplo, ensayos de coagulacion de la sangre,
trombografia automatizada calibrada (TAC), ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada, o ensayo de
tromboelastometria o tromboelastografia (ROTEM), entre otros protocolos de coagulacion.

[0024] La evaluacion de la actividad procoagulante de la composicion de NASP también puede incluir la evaluacion
del efecto de la composicién sobre la generacién de trombina. La trombina se produce en la cascada de coagulacién
de la sangre por la escision enzimatica de dos sitios en la protrombina por el Factor X activado (Xa). La trombina actda
para convertir el factor Xl en Xla, VIl en Vllla, V en Vay el fibrinbgeno en fibrina. Dado que la produccién de trombina
depende de la actividad de los factores tisulares en la cascada de coagulacién sanguinea, la generacién de trombina
en plasma inhibido por el factor de coagulacion o deficiente en el factor de coagulacién se reduce significativamente
en comparacion con los niveles normales. Cuando se agrega una composicion de NASP a los plasmas inhibidores del
factor de coagulacion o deficientes en el factor de coagulacion, la generacion de trombina aumenta en funcién de la
concentracién de la NASP.

[0025] Como tales, los métodos de acuerdo con ciertas realizaciones, incluyen medir la cantidad de generacion de
trombina que es restaurada por la composicién de NASP en plasmas inhibidores del factor de coagulacién o deficientes
en el factor de coagulacion. Por ejemplo, las composiciones de NASP pueden restaurar la cantidad de generacion de
trombina a 5% o mas de los niveles normales, como 10% o mas, como 25% o mas, como 50% o mas, como 75% o
mas, como como 90% o mas, como 95% 0 mas, incluida la restauracion de la cantidad de generacion de trombina en
plasma inhibido por el factor de coagulacién o plasma deficiente en factor de coagulacién a 100% de los niveles
normales. En algunos casos, la cantidad de generacion de trombina que es restaurada por la composicién de NASP
en plasmas inhibidos por el factor de coagulacién o deficientes en el factor de coagulacién varia de 0,5% a 100%, tal
como 5% a 90%, tal como 10% a 75% y incluyendo 15% a 50%. En otros casos, las composiciones de NASP pueden
aumentar la generacién de trombina en plasmas inhibidos por el factor de coagulacién o deficientes en el factor de
coagulacién mas alla de los niveles normales, como por ejemplo, en un 5% o mas, como un 10% mas, como un 25%
0 mas, tal como como 50% o0 mas, como 75% o0 mas, incluyendo 100% o mas, como 1,5 veces los niveles normales,
como 2 veces los niveles normales, como 3 veces los niveles normales, incluyendo 5 veces los niveles normales. En
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ciertos casos, evaluar el efecto de la composicion en la generacién de trombina incluye medir la concentracion de la
NASP requerida para restablecer la coagulacion en el plasma inhibido por FVIII a niveles normales. Por ejemplo, la
concentracién de la NASP requerida para restablecer la coagulacién a niveles normales en el plasma inhibido por FVIII
puede variar de 0,1 a 10 pg/ml, tal como de 0,5 a 5 pg/ml, como de 0,75 a 2,5 pg/ml y que incluye de 0,8 a 2 ug/mL.

[0026] Los métodos también incluyen evaluar el efecto de la composicion de NASP sobre la generacion de trombina
midiendo la concentracién de la NASP en la generacion maxima de trombina. Por ejemplo, la concentracion de la
NASP en la generacién maxima de trombina puede ser de 10 pg/ml o menos, como 8 ug/ml o menos, como 7,5 pg/ml
0 menos, como 5 pg/ml o menos, como 2,5 ug/ml o menos, como 1 pg/ml e incluyendo 0,8 pg/ml o menos. Del mismo
modo, la concentracion efectiva media maxima (CEso) de la NASP también se mide para evaluar el efecto de la
composicién de la NASP en la generacion de trombina. El término "concentracién efectiva maxima media" se usa en
este documento en su sentido convencional para referirse a la concentracién de la NASP que induce la generacion de
trombina a medio camino entre la linea base y su valor maximo. Como tal, el valor de CEso para la actividad
procoagulante refleja la potencia relativa de la composicion de NASP en la generacion de trombina, donde la CEso
representa la concentracion optima de NASP en experimentos de generacion de trombina. El valor de CEso para la
actividad procoagulante de la composicion de NASP es de 0,3 ug/ml o menos, como 0,2 pg/ml o menos e incluye 0,1
pg/ml o menos.

[0027] La evaluacion de la actividad procoagulante de la composicion también incluye determinar la ventana
procoagulante de la composicién. Por "ventana procoagulante” se entiendel rango en las concentraciones de la NASP
que exhiben actividad procoagulante (es decir, un aumento en la tasa general o la aceleracion en el inicio de la
coagulacién). En otras palabras, la ventana procoagulante es el rango de concentraciones de NASP que puede
mostrar una respuesta terapéutica positiva en el tratamiento de un trastorno de la coagulacién de la sangre. La ventana
procoagulante es el rango que se encuentra entre una cantidad no efectiva y una cantidad que resulta en actividad
anticoagulante. En otras palabras, debajo de la concentracién mas baja de la ventana procoagulante, la NASP no tiene
efecto sobre la coagulacion y, por encima de la concentracion mas alta de la ventana procoagulante, se observa
actividad anticoagulante. Por ejemplo, una concentracion de NASP que cae dentro de la ventana procoagulante puede
aumentar la tasa de coagulacion en un 5% o mas, como un 10% o mas, como un 25% o mas, como un 50% o mas,
como un 75% o mas, como un 90% o mas, incluido un 99% o mas y en ciertos casos, aumentando la velocidad de
formacion de coagulos sanguineos en 1,5 veces 0 mas, como 2 veces o0 mas, como 5 veces o mas, como 10 veces o
mas, como 50 veces 0 mas, incluido el aumento de la tasa de formacién de coagulos de sangre en 100 veces 0 mas.
En algunos casos, la concentracion de NASP que cae dentro de la ventana procoagulante puede aumentar la tasa de
coagulacién en un rango del 1% al 99%, como del 5% al 90% e incluyendo del 10% al 75% y en ciertos casos,
aumentando la tasa de formacién de coagulos sanguineos en un rango de 1,5 a 1000 veces, tal como 5 veces a 500
veces, como 10 veces a 250 veces e incluyendo 20 veces a 100 veces. La ventana procoagulante determinada de
una composicion de NASP varia de 0,1 a 100 pg/ml.

[0028] Los métodos también pueden incluir evaluar la actividad procoagulante de la composicién de NASP midiendo
la actividad neutralizante del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI). TFPI es un polipéptido de cadena Unica que
puede inhibir reversiblemente FXa y trombina (factor lla) durante la cascada de coagulacion. Mientras que FXa esta
inhibido, el complejo Xa-TFPI puede inhibir el complejo del factor tisular FVII, lo que resulta en una reduccion de la
coagulacién por debajo de los niveles normales. Como tal, por "actividad neutralizadora de TFPI" se entiende que la
inhibicion por TFPI se reduce por la composicion de NASP. En ciertos casos, los métodos incluyen determinar si la
composicién de NASP exhibe actividad neutralizadora de TFPI. Cuando la composicién de NASP muestra actividad
de neutralizacion de TFPI, los métodos también pueden incluir medir la reduccion de la actividad de TFPI como
resultado de la composicion de NASP. Por ejemplo, la composicién de NASP puede reducir la activacion de TFPI en
1% o0 més, como 5% o més, como 10% o mas, como 15% o mas, como 20% o mas, como 30% o mas, como 40% o
mas, como 50% o mas, como 75% o mas, como 90% o0 mas, como 95% o mas, incluida la reduccion de la inhibicién
por TFPI en 99% o0 mas, segun lo determinado por ensayos de coagulacién sanguinea. En algunos casos, la reduccion
de la activacion de TFPI por la composicion NASP puede variar del 1% al 99%, tal como del 5% al 90%, como del
10% al 75% e incluso del 15% al 50%. La actividad neutralizadora de TFPI de la composicion de NASP puede medirse
usando cualquier protocolo conveniente, tal como mediante un ensayo de tiempo de protrombina diluida o una
trombografia automatizada calibrada. La actividad neutralizadora de TFPI se puede ensayar en plasma normal con
TFPI de longitud completa agregada o en plasmas agotados de TFPI con TFPI de longitud completa agregada o con
TFPI truncado C-terminal. La concentracién efectiva maxima media determinada para la actividad neutralizadora de
TFPI de la NASP puede ser en algunas realizaciones, 5,0 pg/ml o menos, tal como 3,0 ug/ml o menos, tal como 2,0
pg/ml o menos, tal como 1,5 pg/ml o menos, como 1,0 pug/ml o menos, como 0,9 pg/ml o menos, como 0,8 pg/ml o
menos, como 0,7 pg/ml o menos, tal como 0,6 pg/ml o menos, tal como como 0,5 pg/ml o menos e incluyendo 0,4
pg/ml o menos. En algunos casos, la concentracion efectiva maxima media para la actividad neutralizadora de TFPI
de la NASP varia de 0,01 pg/ml a 10 mg/ml, como 0,05 pg/ml a 7 mg/ml, como 0,1 pg/ml a 5 pg/ml e incluyendo 0,5
pg/ml a 2,5 mg/mL.

[0029] En ciertos casos, la medicién de la actividad neutralizante del inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI) incluye
ademas la confirmacion del mecanismo de la actividad neutralizadora de TFPI por la NASP utilizando experimentos
de unién de resonancia de plasmén de superficie. Por ejemplo, el mecanismo de confirmacién de la actividad
neutralizadora de TFPI puede incluir determinar que el NASP se enlaza con el TFPI de longitud completa. En otros
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casos, confirmar el mecanismo de la actividad neutralizadora de TFPI puede incluir determinar que el NASP se une a
la region C-terminal de TFPI.

[0030] La evaluacion de la actividad procoagulante de la composicién de NASP también puede incluir determinar si la
composicién activa la via de contacto (es decir, la via de coagulacion intrinseca). La via de contacto comienza con la
formacion del complejo primario en el colageno por el cininégeno de alto peso molecular (HMWK), precalicreina y FXII
(factor de Hageman). Precalicreina se convierte a calicreina y FXII se convierte en FXlla. FXlla convierte FXI en FXla.
Factor Xla activa FIX, que con su cofactor FVIlla forma el complejo de tenasa, que activa FX a FXa. Dado que la via
de contacto esta asociada con la inflamacién, las composiciones de NASP que activan la via de contacto serian menos
adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion sanguinea. La determinacion de si la
composicién NASP activa la via de contacto puede ensayarse utilizando cualquier protocolo conveniente. Por ejemplo,
las composiciones de NASP pueden ensayarse para la activacion de la via de contacto usando plasma normal en
presencia y ausencia de inhibidor de tripsina de maiz (CTI). CTl inhibe FXlla y, por lo tanto, bloquea la via de contacto.
Como tal, si la composicién de NASP exhibe mayor formacion de trombina en ausencia de CTI que en presencia de
CTI, la composicion de NASP activa la via de contacto. Cuando la composicion de NASP activa la ruta de contacto,
los métodos también pueden incluir medir la concentracion de la NASP en la que se activa la ruta de contacto. Por
ejemplo, se puede determinar que la concentraciéon de la NASP que activa la via de contacto es de 5 pg/ml o mas,
como 6 pg/ml o mas, como 7 pg/ml o mas, como 8 pg/ml o mayor, como 10 pg/ml o més, como 15 pg/ml o mas, como
20 pg/ml 0 mas, como 25 pg/ml o mas e incluyendo 35 pg/ml o mas. En algunos casos, la concentracién de la NASP
que activa la via de contacto puede variar de 3 pg/ml a 100 mg/ml, como 5 pg/ml a 90 mg/ml, como 7,5 ug/ml a 75
pg/ml e incluyendo 10 pg/ml a 50 mg/ml. En otras realizaciones, los métodos incluyen comparar la concentracién de
la NASP que activa la ruta de contacto con la concentracion efectiva maxima media (ECso) para la procoagulacion
por la NASP. Por ejemplo, la concentracién de la NASP que activa la via de contacto puede ser 10 veces mayor o mas
que el valor CEso para la actividad procoagulante de la NASP, como 15 veces o mas, como 20 veces 0 mas, como 25
veces 0 mayor e incluido 30 veces o mayor que el CEso del NASP. En algunos casos, la concentracion de la NASP
que activa la via de contacto varia de 5 a 50 veces mas que el valor de CEsp para la actividad procoagulante de la
NASP, como 5 a 40 veces, como 7 veces para 35 veces e incluso 10 veces a 25 veces mas que el valor de CEso para
la actividad procoagulante de la NASP.

[0031] Como se describid anteriormente, los métodos incluyen determinar la actividad de coagulacién de la
composicién. En algunas realizaciones, la determinacion de la actividad de coagulacién también incluye evaluar la
actividad anticoagulante de la composicién de NASP. El término "actividad anticoagulante”, como se usa en el presente
documento, se refiere al efecto que tiene la composicion de NASP para retrasar el inicio de la coagulacién, asi como
para disminuir la tasa de coagulacion general, en comparaciéon con un control adecuado (determinado por ensayos de
coagulacién de la sangre, por ejemplo, aPTT, CAT). En otras palabras, la actividad anticoagulante es el efecto que
tiene la composicién de NASP para aumentar la cantidad de tiempo para que comience la coagulacién o para aumentar
la cantidad total de tiempo para que se complete la coagulacion.

[0032] La evaluacién de la actividad anticoagulante de la composicion de NASP puede incluir, en ciertos casos, medir
la disminucidn de la tasa global de coagulacion por la composicion de NASP. Por ejemplo, la composicién de NASP
puede disminuir la tasa global de coagulacién en un 1% o mas en comparacioén con un control adecuado, como un 5%
0 mas, como un 10% o més, como un 15% o mas, como 20% o0 mas, como 30% o mas, como 40% o mas, como 50%
0 mas, como 75% o mas, como 90% o mas, como 95% o mas e incluyendo 99% o0 mas en comparacién con un control
adecuado. En algunos casos, la tasa global de coagulacién que puede disminuir la composicién de la NASP varia
entre el 1% y el 99% en comparacién con un control adecuado, como el 5% al 90%, como entre el 7,5% y el 75% e
incluye el 10%. Al 50% en comparacion con un control adecuado. La evaluacién de la actividad anticoagulante de la
composicién de NASP también puede incluir la medicién del retraso en el inicio de la coagulacion por la composicion
de NASP. Por ejemplo, la cantidad de tiempo requerido para que comience la coagulacién puede aumentar en un 5%
0 mas en comparacién con un control adecuado, tal como en un 10% o mas, tal como en un 25% 0 mas, tal como en
un 50% o mas, tal como en un 75% 0 mas, tal como en un 90% o mas e incluyendo en un 95% o més en comparacion
con un control adecuado. En algunos casos, la cantidad de tiempo requerido para que comience la coagulacién puede
incrementarse en un rango de NASP de 1% a 99%, tal como 5% a 90%, tal como 7,5% a 75% e incluyendo 10% a
50% como en comparacién con un control adecuado. La disminucién en la tasa global de coagulacion y el retraso en
el inicio de la coagulacion por la composicion de NASP puede determinarse utilizando cualquier protocolo conveniente,
tal como, por ejemplo, mediante un ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada.

[0033] En ciertas realizaciones, evaluar la actividad anticoagulante incluye medir el tiempo de coagulacion en funcion
de la concentracion de NASP. En particular, medir el tiempo de coagulacion en funcion de la concentracién de NASP
puede incluir determinar la concentracion de la NASP a la que se produce un aumento del 50% en el tiempo de
coagulacién en comparacién con el plasma normal. En otras palabras, los métodos incluyen medir la cantidad de
NASP requerida para reducir la tasa general de coagulacion en un 50% en comparacion con los niveles normales. Por
ejemplo, la concentracion de NASP a la que se produce un aumento del 50% en el tiempo de coagulacion puede ser
de 2 pg/ml o mas, como 3 pg/ml o mas, como 4 ug/ml o mas, como 5 pug/ml o mayor, como 6 pug/ml o mas, como 7
pg/ml o mas, como 8 ug/ml o mas e incluyendo 10 pg/ml o mas. En algunos casos, la concentracion de NASP a la que
se produce un aumento del 50% en el tiempo de coagulacion varia de 0,01 pg/ml a 25 pg/ml, como 0,05 pg/ml a 20
mg/mL, como 0,1 pg/ml a 15 pg/ml e incluyendo 1 pg/ml a 10 mg/mil.
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[0034] En la evaluacion de la actividad de coagulacion de la composicién de NASP, los métodos también incluyen la
comparacion de la actividad procoagulante con la actividad anticoagulante. Por ejemplo, los métodos pueden incluir
el calculo de la proporcion de la concentracion de NASP a la que se produce un aumento del 50% en el tiempo de
coagulacion con respecto a la concentracion maxima efectiva media para la procoagulacion. En estos casos, el valor
de la relacién es 10 o mayor, como 15 0 mas, como 25 o mas, como 35 o mas e incluyendo 50 o mas. Un valor alto
de relacion (por ejemplo, 20 o mas) indica que la composicion de NASP tiene una actividad procoagulante significativa
y poca actividad anticoagulante. Un valor de relacion baja (por ejemplo, 10 o inferior) indica que la composicion NASP
tiene una actividad procoagulante débil y una actividad anticoagulante significativa.

[0035] En la evaluacién de una composicion de NASP, los métodos también incluyen la evaluacion de la estructura
molecular de la NASP. En algunas realizaciones, determinar la estructura molecular de la NASP incluye determinar el
peso molecular promedio de la NASP. En ciertos casos, el peso molecular promedio de la NASP es de 15 kDa o mas,
como 20 kDa o mas, como 25 kDa o mas, e incluye 35 kDa o mas. En otros casos, el peso molecular promedio de la
NASP es de 41 kDa o menos, como 40 kDa o menos, como 30 kDa o menos, como 20 kDa o menos e incluyendo 15
kDa.

[0036] Ya que las composiciones de NASP que se evaltan pueden contener NASP que tienen un amplio intervalo de
tamafios y pesos moleculares, los métodos de la invencion también pueden incluir determinar la polidispersidad de la
composicion de NASP. Por ejempilo, la polidispersidad de la composicion de NASP puede ser 1,1 o mayor, como 1,25
o mayor, como 1,3 o mayor, como 1,5 o mayor, como 1,8 o mayor e incluso 2,0 y mayor. En algunos casos, la
polidisciencia de la composicion de NASP varia de 1,1 a 2, como 1,2, como 1,3 e incluso 1,5. El peso molecular y la
polidispersidad se pueden determinar utilizando cualquier protocolo conveniente, como, por ejemplo, cromatografia
de permeacion de gel o cromatografia de exclusion por tamario de alto rendimiento (HPSEC), electroforesis capilar,
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida), electroforesis en gel de agarosa, entre otros. otros. En ciertas
realizaciones, el peso molecular de la NASP se determina mediante cromatografia de exclusiéon de tamario - dispersion
de luz en multiples angulos (SEC-MALLS).

[0037] La evaluacion de la estructura molecular de la composicién de NASP incluye la determinacion del contenido de
sacarido de la NASP. El contenido de sacaridos incluye residuos de fucosa y puede incluir residuos de xilosa, residuos
de galactosa, residuos de glucosa, residuos de manosa, residuos de ramnosa, residuos de arabinosa y acido uronico.
Dado que el contenido de sacaridos de las NASP varia, los métodos de acuerdo con ciertas realizaciones también
incluyen la determinacion de la heterogeneidad del contenido de sacaridos. Al determinar la heterogeneidad del
contenido de sacarido, primero se determina la cantidad de cada residuo de sacarido y luego se calcula el porcentaje
que cada sacarido contribuye al contenido total de sacarido. Por ejemplo, se puede determinar que el contenido de
fucosa es del 75% o mas, como el 80% o mas, como el 85% o mas y que incluye el 90% o mas. En algunos casos, se
puede determinar que el contenido de fucosa es un porcentaje que oscila entre el 60% y el 90%. En otros casos, se
puede determinar que el contenido de galactosa es del 10% o mas, como el 15% o mas, como el 25% o mas, como
el 30% o mas, e incluso la determinacion de que el contenido de galactosa es del 35% o mas. En algunos casos, se
puede determinar que el contenido de galactosa es un porcentaje que varia de 1% a 30%, tal como 2% a 25%, como
3% a 20% e incluyendo 5% a 15%. En otros casos, se puede determinar que el contenido de glucosa es del 10% o
menos, como el 5% o menos, como el 4% o menos, como el 3% o menos, como el 2% o menos e incluso la
determinacion de que el contenido de glucosa es del 1% o menos. En algunos casos, se puede determinar que el
contenido de glucosa es un porcentaje que varia de 0,1% a 10%, tal como 0,5% a 8% e incluyendo 1% a 5%. Se
puede determinar que el contenido de alginato es del 10% o menos, tal como el 5% o menos, como el 4% o menos,
como el 3% o menos, como el 2% o menos e incluso determinar si el contenido de alginato es del 1% o menos. En
algunos casos, se puede determinar que el contenido de alginato es un porcentaje que varia de 0,1% a 10%, tal como
0,5% a 8% e incluyendo 1% a 5%. El contenido de sacaridos y la heterogeneidad pueden determinarse utilizando
cualquier protocolo conveniente, como por ejemplo hidrolizando la NASP en sus monosacaridos correspondientes y
analizando la composicion de los monosacaridos mediante espectrometria de masas, plasma acoplado
inductivamente, cromatografia de iones, cromatografia de gases, absorcion atémica, horno de grafito. espectrometria
de absorcién atdmica, espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente, espectrometria de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente, espectrometria de absorcion atémica de llama, o algun otro protocolo
conveniente.

[0038] La evaluacion de la estructura molecular de la NASP también puede incluir la determinacién del contenido de
fucosa y alginato mediante espectroscopia '*C-RMN (Resonancia Magnética Nuclear). La espectroscopia de RMN
puede ser una técnica poderosa para dilucidar la estructura y las caracteristicas cuantitativas de los carbohidratos
complejos. Por lo tanto. En ciertas realizaciones, la '*C-RMN cuantitativa puede emplearse para caracterizar la fucosa
y alinear el contenido de la NASP. Para determinar las condiciones cuantitativas para el contenido de fucosa y alginato
por '3C-RMN, las areas de los picos relativos pueden evaluarse utilizando diversos retrasos de relajacion. En particular,
los picos anémeros de sacarido a 6 88-112 ppm, los carbonos del anillo de aztcar a & 55-88 ppm, el pico de carbonilo
del alginato a 8 170-185 ppm y el pico de metilo de la fucosa a & 9-20 ppm integrado. Dado que el alginato contiene
un resto carbonilo y cada sacarido contiene un carbono anomérico por residuo, el contenido de alginato (% mol de
alginato/mol NASP) se puede calcular mediante la ecuacion:
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C% 9% =( [ carbonilos / [ anoméricos) x 100%, (1)

donde [carbonilos es la integral de los grupos carbonilo y [anoméricos es la integral de los carbonos anoméricos.

[0039] Asimismo, el contenido de fucosa (% mol fucosa/mol NASP) se calcula utilizando el grupo metilo de fucosa
mediante la ecuacion:

C% "“s3= ([ metilos /(Janomeéricos - [ carbonilos)) x 100%, ()

en donde Jmetilos es la integral de grupos metilo en fucosa. Cuando se ha determinado que la muestra de NASP
contiene solo una pequefia cantidad de alginato (por ejemplo, menos del 10%), el contenido de fucosa se puede
calcular utilizando la ecuacion:

C%, fucosa= (Imetilos/(I anomericos)) X 100%. (3)

[0040] Segin se desee, el contenido de fucosa determinado por C-RMN cuantitativa puede compararse
posteriormente con el contenido de fucosa segun se determina mediante hidrdlisis de la NASP como se describe
anteriormente. Dado que el método de hidrolisis determina el contenido de monosacaridos individuales y "*C-RMN
determina el contenido de sacaridos en una NASP intacta, los valores determinados por los métodos respectivos
pueden diferir ligeramente. Sin embargo, la diferencia en el contenido de sacaridos determinada por el método de
hidrolisis y por *C-RMN no diferira en mas del 10%, como 8% o menos, como 7% o menos, como 6% 0 menos, como
5 % o menos, tal como en un 4% o menos, tal como un 3% o menos, tal como en un 2% o menos, tal como un 1% o
menos e inclusive en un 0,1% o menos. Por ejemplo, la diferencia en el contenido de sacaridos determinada por el
método de hidrolisis a partir del contenido de sacaridos determinada por '*C-RMN puede variar de 0,001% a 10%, tal
como 0,005% a 9%, tal como 0,01% a 8% e incluyendo 0,1% a 5%.

[0041] Ademas de determinar el contenido de fucosa y alginato, se puede emplear *C-RMN para determinar
cualitativamente la heterogeneidad del contenido de sacarido. La heterogeneidad del contenido de sacarido puede
determinarse observando el grado de complejidad de las regiones andmeras y de carbono de azucar de los espectros
de 3C-RMN. Sobre la base de la complejidad de las regiones anoméricas y de carbono del aztcar en los espectros
de 3C-RMN, se puede hacer una evaluacion cualitativa de la heterogeneidad del contenido de sacaridos sobre la
composicion de la NASP. Por ejemplo, si se observa un espectro de '3C-RMN altamente complejo en las regiones
anomeras y de carbono de azucar, se puede determinar que la composicion de NASP tiene una alta heterogeneidad.
En contraste, si el espectro de '"3C-RMN tiene poca complejidad en las regiones anomeéricas y de carbono, se puede
determinar que la composicion de NASP tiene una heterogeneidad baja. Posteriormente, la heterogeneidad observada
por el espectro de '3C-RMN puede confirmarse cuantitativamente segin se desee, tal como por hidrdlisis de la
composicion de la NASP y analizarse mediante cromatografia idnica, espectrometria de masas, plasma acoplado
inductivamente, cromatografia de gases, absorcidon atdmica, absorcion atdmica de grafito del horno espectrometria,
espectrometria de masas de plasma de acoplamiento inductivo, espectrometria de emisién atémica de plasma de
acoplamiento inductivo, espectrometria de absorcion atémica de llama o algun otro protocolo conveniente, como se
describe anteriormente.

[0042] En algunas realizaciones, la evaluacion de la estructura molecular de una NASP incluye la determinacion del
grado de polimerizaciéon de la NASP. El término "grado de polimerizacion" se usa en su sentido convencional para
referirse a la longitud del esqueleto de polisacarido de la NASP. En otras palabras, el grado de polimerizacion es el
numero de unidades de monosacaridos posicionadas a lo largo del esqueleto de polisacarido de la NASP. Por ejemplo,
los métodos pueden incluir determinar que el NASP tiene un grado de polimerizacion que varia de 25 a 5000, como
50 a 2500, como 75 a 1500, como 100 a 1000 e inclusive de 125 a 500. En ciertas realizaciones, se puede determinar
que la NASP tiene un grado de polimerizacion que varia de 70 a 200, En algunos casos, los métodos incluyen
determinar que la NASP tiene un grado de polimerizaciéon que es 20 o mayor, como 30 o mayor, como 50 o mayor,
como 100 o mas, como 125 o mas e incluso 150 o mas. En ciertos casos, los métodos incluyen determinar que la
NASP tiene un grado de polimerizacién de 70 o mas. El grado de polimerizacién se puede determinar utilizando
cualquier protocolo conveniente, tal como, por ejemplo, mediante cromatografia de exclusién por tamafio o
fraccionamiento por tamafio usando ultrafiltracion con una pluralidad de membranas de filtro de corte.
Alternativamente, el grado de polimerizacion se puede determinar hidrolizando la NASP en sus monosacaridos
correspondientes y analizando la composicion de monosacaridos mediante espectrometria de masas, plasma
acoplado inductivamente, cromatografia de iones, cromatografia de gases, absorcion atémica, espectrometria de
absorcién atdmica de horno de grafito, espectrometria de absorcion atdmica, plasma acoplado inductivamente
Espectrometria de masas, espectrometria de emision atémica por plasma de acoplamiento inductivo, espectrometria
de absorcién atémica por llama o algun otro protocolo conveniente.
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[0043] En ciertas realizaciones, la evaluacion de la estructura molecular de la NASP incluye la determinacion de la
configuracioén del enlace glicosidico de la NASP. Por ejemplo, determinar la configuracion del enlace glicosidico puede
incluir determinar si la NASP es un polisacarido lineal, un polisacarido ramificado, o tanto lineal como ramificado. Por
"polisacarido lineal" se entiende un polisacarido o parte de un polisacarido que contiene solo enlaces a-1,4 glicosidicos,
enlaces a-1,2 glicosidicos o enlaces a-1,3 glicosidicos, o enlaces alternos a-1,2/a-1,3/a-1,4 glicosidicos. Por
"polisacarido ramificado" se entiende un polisacarido o parte de un polisacarido que contiene dos o mas enlaces
glicosidicos a otros residuos de sacaridos, donde uno de los enlaces glicosidicos es un enlace a-1,4-glicosidico,
enlaces glicosidicos a-1,2 o enlaces a-1,3 glicosidicos, o enlaces alternos a-1,2/a-1,3/a-1,4 glicosidicos, y el otro es
un enlace a-1,6 glicosidico. Cuando la NASP es lineal y ramificada, los métodos pueden incluir ademas determinar el
porcentaje relativo de porciones lineales del polisacarido a porciones ramificadas del polisacarido. Por ejemplo, el
NASP puede ser un 10% lineal o mas, tal como un 25% lineal o mas, tal como un 50% lineal o mas, tal como un 75%
lineal o mas e incluir un 90% lineal o mas. Del mismo modo, la NASP puede ser 10% ramificada o mas, tal como 25%
ramificada o mas, como 50% ramificada o mas, tal como 75% ramificada o mas e incluyendo 90% ramificada o mas.
En algunos casos, el porcentaje de la NASP que es lineal o ramificada varia de 1% a 90%, como 5% a 75% e incluye
de 10% a 50%. La relacion de residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos ramificados en las NASP de
interés puede ser 3 0 menos, como 2,5 0 menos, como 2 o0 menos, como 1,5 o0 menos, como 1,4 o menos, como 1,3
0 menos, tales como 1,2 o menos e incluyendo 1 o0 menos. En algunos casos, la proporcién de residuos de sacaridos
lineales a residuos de ramificacién varia de 0,5 a 3, como 1 a 2,5, como una proporcion de 1,4, En otras palabras, en
las NASP de interés, uno de cada 3 residuos de sacaridos tiene un resto de sacarido ramificado, como uno de cada
2,5 residuos de sacaridos o menos, como uno de cada 2 residuos de sacaridos, como uno de cada 1,5 residuos de
sacaridos e incluyendo uno de cada 1,4 residuos de sacaridos tienen un residuo de sacarido ramificado adherido a él.

[0044] Se puede emplear cualquier protocolo conveniente para determinar la configuracion del enlace glicosidico de
la NASP y puede incluir, entre otros, espectroscopia de RMN, espectroscopia de RMN de 2-D (p.ej., Espectroscopia
de correlacion de protones (COSY), multiplicidad sensible de la fase protén-carbono edité correlacion cuantica unica
heteronuclear (HSQC) y correlacion de enlaces multiples heteronucleares proton-carbono (HMBC)), espectroscopia
de RMN 3-D (p.ej., HSQC-TOCSY), especrometria de masas en tandem, espectroscopia de ionizacién por
electrospray espectrometria de masas capilar, electroforesis capilar, espectroscopia IR, o cualquier combinacion de
los mismos.

[0045] En la evaluacion de la estructura molecular de una NASP, los métodos también pueden incluir la determinacion
de la densidad de carga anionica de la NASP. El término "densidad de carga aniénica" se utiliza en su sentido
convencional para referirse a la medida de la carga negativa formal por residuo de sacarido de la NASP. En otras
palabras, la densidad de carga aniénica es la carga negativa promedio por residuo de sacarido en la NASP. Por
ejemplo, la densidad de carga anionica de la NASP puede ser 0,1 o mayor, como 0,2 o mas, como 0,3 o mas, como
0,5 0 mas, como 0,6 o mas e incluso 0,75 o mas. En estas realizaciones, 10% o mas de los residuos de sacaridos de
la NASP pueden ser anionicos, como 20% o mas, como 30% o mas, como 50% o mas, como 60% o mas e incluyendo
75% o El mayor de los residuos de sacaridos de la NASP puede ser anidnico. En ciertas realizaciones, los métodos
incluyen determinar que la densidad de carga anionica de la NASP varia de 0,1 a 0,6, como 0,2 a 0,6, como 0,3 a 0,6,
incluyendo 0,5 a 0,6, como 0,55, En algunas realizaciones, la densidad de carga aniénica es equivalente al grado de
sulfatacion, como se describe con mayor detalle a continuacion.

[0046] En la evaluacion de la estructura molecular de la NASP, los métodos también incluyen la determinacién del
contenido de azufre de la NASP, que incluye la determinacion del porcentaje en peso de azufre en la NASP. Por
ejemplo, se puede determinar que la NASP tiene un 10% o mas de azufre en peso, como un 15% o mas de azufre en
peso, como un 20% o mas de azufre en peso, incluido un 25% o mas de azufre en peso. Se puede emplear cualquier
protocolo conveniente para determinar el porcentaje en peso de azufre, como por ejemplo cromatografia de iones,
cromatografia de gases, espectrometria de masas, plasma acoplado inductivamente, absorcién atomica,
espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente, espectrometria de emisién atémica de acoplamiento
inductivo acoplado, espectrometria de absorcion atémica de llama, espectrometria de absorciéon atémica de horno de
grafito, o cualquier combinacion de los mismos.

[0047] En ciertas realizaciones, determinar el contenido de azufre puede incluir determinar la cantidad de azufre en la
NASP que esta presente como sulfato. El término "sulfato” se usa en su sentido convencional se refiere al oxianién de
azufre, SO4%-, sin embargo, se puede emplear cualquier oxianion de azufre que tenga un atomo de azufre central unido
a al menos un atomo de oxigeno, como sulfito, persulfato, hiposulfato o tiosulfato. Por ejemplo, se puede determinar
que la NASP tiene un 10% o mas de sulfato en peso, tal como un 15% o mas de sulfato en peso, tal como un 20% o
mas de sulfato en peso, incluyendo un 25% o mas de sulfato en peso. En algunos casos, se puede determinar que el
NASP tiene un contenido de sulfato en peso que varia de 1% en peso de sulfato a 25% en peso de sulfato, tal como
3% a 20% e incluso de 5% a 15%. Se puede emplear cualquier protocolo conveniente para determinar la cantidad en
peso de sulfato en los NASP, como los descritos anteriormente para determinar el contenido de azufre. Por ejemplo,
los métodos para determinar la cantidad de sulfatacién pueden incluir, entre otros, espectrometria de masas, plasma
acoplado inductivamente, cromatografia idnica, cromatografia de gases, absorcion atdmica, espectrometria de
absorcién atomica de horno de grafito, espectrometria de masas acoplada por induccién, plasma acoplado
inductivamente espectrometria de emision atémica, espectrometria de absorcidon atémica de llama, titulacion
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acidimétrica, o cualquier combinacién de las mismas.

[0048] Ademas, al determinar la cantidad de sulfato presente en la NASP, también se puede determinar el grado de
sulfatacion. El término "grado de sulfatacion” se usa en su sentido convencional para referirse al nimero promedio de
grupos sulfato por residuo de sacarido de la NASP. Por ejemplo, el grado de sulfatacion de la NASP puede ser 0,1 o
mayor, como 0,2 o mayor, como 0,3 o mayor, como 0,5 o mayor, como 0,6 o mayor, como 0,7 o mayor, como 0,9 o
mayor, como 1,0 o mayor, como 1,25 o mayor e incluso 1,5 o mayor. En ciertas realizaciones, los métodos incluyen
determinar que el grado de sulfatacion de la NASP varia de 0,1 a 0,6, tal como 0,15 a 0,6, tal como 0,2 a 0,6, tal como
0,3 a 0,6 y que incluye 0,5 a 0,6, tal como 0,55.

[0049] En algunas realizaciones, la evaluacion de la estructura molecular de la NASP incluye determinar la
configuracion de sulfatacion de la NASP. En otras palabras, los métodos pueden incluir la determinacion del patrén de
sulfato de los residuos de sacaridos sulfatados de una NASP. Por ejemplo, se puede determinar que el residuo de
sacarido esta sulfatado en la posicién 4-O. En otros casos, se determina que el residuo de sacarido esta sulfatado en
la posicién 3-O. En otros casos mas, se determina que el residuo de sacarido esta sulfatado en la posicién 2-O. En
ciertos casos, se puede determinar que el residuo de monosacarido esta sulfatado tanto en la posiciéon 4 como en la
posicion 3. En otros casos, cada residuo de sacarido puede determinarse como sulfatado en la posicion 4-O y en la
posicion 2-O. En otros casos, se puede determinar que cada residuo de sacarido esta sulfatado en la posiciéon 3-O y
en la posicién 2-O. En otros casos mas, se puede determinar que cada residuo de sacarido esta sulfatado en la
posicion 4-O, en la posicién 3-O y en la posicion 2-O. Cada residuo de sacarido del esqueleto de polisacarido NASP
puede tener la misma o diferentes configuraciones de sulfatacion. Por ejemplo, se puede determinar que el 50% o
mas de los residuos de sacaridos sulfatados de un NASP estan sulfatados en la posicion 4-O, como el 60% o mas,
como el 75% o mas, como el 90% o mas, como como 95% o mas, e incluyendo todos los residuos de monosacaridos
sulfatados de un NASP, se puede determinar que esta sulfatado en la posicion 4-O. En algunos casos, se puede
determinar que el porcentaje de residuos de sacaridos sulfatados de la NASP esta sulfatado en la posicion 4-O en un
rango de 50% a 99%, tal como 55% a 90%, tal como 60% a 85 % e incluyendo 65% a 75%.

[0050] También se puede determinar el nUmero de grupos sulfato unidos a cada residuo de sacarido en el esqueleto
de polisacarido NASP. Por ejemplo, se puede determinar que cada residuo de sacarido (por ejemplo, fucosa,
galactosa, ramnosa, arabinosa, glucosa, manosa, xilosa como se describidé anteriormente) contiene uno (es decir,
monosulfatado) o mas (es decir, polisulfatados) restos de sulfato. En algunos casos, cada residuo de sacarido de la
NASP puede tener el mismo nimero de grupos sulfato. Por ejemplo, al determinar el nimero de grupos sulfato unidos
a cada residuo de monosacarido, se puede determinar que el 10% o mas de los residuos de sacaridos de las NASP
estan monosulfatados, como el 15% o mas de los residuos de sacaridos, como el 25% o mas de los residuos de
sacaridos, como el 50% o mas de los residuos de sacaridos, como el 75% o mas de los residuos de sacaridos, como
el 90% o mas de los residuos de sacaridos, como el 95% o mas de los residuos de sacaridos, incluido el 99% o mas
de los residuos de sacaridos. En algunos casos, el porcentaje de residuos de sacaridos que son monosulfatados varia
entre el 5% y el 99%, como el 10% al 90% e incluye el 15% y el 75%. En otras realizaciones, se determina que el 10%
o0 mas de los residuos de sacaridos de las NASP son polisulfatados, como el 15% o mas de los residuos de sacaridos,
como el 25% o mas de los residuos de sacaridos, como el 50% o mas de residuos de sacaridos, como el 75% o mas
de los residuos de sacaridos, como el 90% o mas de los residuos de sacaridos, como el 95% o mas de los residuos
de sacaridos, incluyendo el 99% o mas de los residuos de sacaridos. En algunos casos, el porcentaje de residuos de
sacaridos que son polisulfatados varia del 5% al 99%, como el 10% al 90% e incluye el 15% y el 75%. Cuando estan
presentes tanto residuos de sacaridos monosulfatados como polisulfatados, se puede calcular la relacién de residuos
monosulfatados a residuos polisulfatados en NASPs. Por ejemplo, la proporcién calculada de residuos de sacaridos
monosulfatados a polisulfatados puede oscilar entre 1:1y 1:2,5; 1:2,5y 1:5; 1:5y 1:10; 1:10 y 1:25; 1:25 y 1:50; 1:50
y 1:100; 1:100 y 1:150; 1:150 y 1:200; 1:200 y 1:250; 1:250 y 1:500; 1:500 y 1:1,000, o un rango de los mismos. Del
mismo modo, la proporcion calculada de residuos de sacarido polisulfatado a monosacarido puede oscilar entre 1:1 'y
1:2,5;1:2,5y 1:5; 1:5y 1:10; 1:10 y 1:25; 1:25y 1:50; 1:50 y 1:100; 1:100 y 1:150; 1:150 y 1:200; 1:200 y 1:250; 1:250
y 1:500; 1:500 y 1:1,000, o un rango de los mismos. Se puede emplear cualquier protocolo conveniente para determinar
la sulfatacion de los NASP, como se describe anteriormente. Por ejemplo, los métodos para determinar el grado de
sulfatacion, la configuracion de sulfatacion y el nimero de grupos sulfato en los residuos de sacaridos sulfatados de
las NASP de interés pueden incluir, entre otros, espectrometria de masas, espectrometria de masas con trampa de
ionizacion por electropulverizacion, electroforesis capilar, cromatografia de iones, analisis elemental, titulacion
acidimétrica, desulfatacion, estabilidad de los ésteres de sulfato en alcali y analisis de metilacion, espectroscopia de
RMN, espectroscopia IR o cualquier combinacién de los mismos.

[0051] En los casos en que se determinan la densidad de carga anionica y el grado de sulfatacion, los métodos también
pueden incluir la comparacion de la relacion de la densidad de carga aniénica con el grado de sulfatacion. Por ejemplo,
la relacion calculada de densidad de carga aniénica a grado de sulfatacion puede oscilar entre 1:1y 1:1,25; 1:1,25y
1:1,5; 1:5y 1:1,75; 1:75 y 1:2 o un rango de los mismos. Del mismo modo, la relaciéon calculada entre el grado de
sulfatacion y la carga anionica puede variar entre 1:1y 1:1,25; 1:1,25y 1:1,5; 1:5y 1:1,75; 1:75y 1:2 o un rango de
los mismos. Al comparar la densidad de carga anidnica con el grado de sulfatacion, se puede determinar el porcentaje
de la densidad de carga anidnica de la NASP que esta relacionada con la sulfatacion del residuo de sacarido. Por
ejemplo, los métodos pueden incluir determinar que 50% o mas de la densidad de carga anionica de la NASP esta
relacionada con la sulfatacion de monosacaridos, como 60% o mas, como 70% o mas, como 80% o mas, como 90%
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0 mas, como 95% o mas, incluida la determinacion de que 99% o mas de la densidad de carga aniénica de la NASP
esta relacionada con la sulfatacién de monosacaridos. En ciertos casos, evaluar la estructura molecular de la NASP
incluye determinar que toda la densidad de carga anionica de la NASP esta relacionada con la sulfatacion de
monosacaridos.

[0052] En la evaluacion de una estructura molecular de NASP para determinar si la NASP puede ser adecuada para
administrar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion de la sangre, los métodos pueden incluir ademas un
exceso de sulfatacion o la desulfatacion de la NASP. El término "sobresulfatacion” se utiliza en su sentido convencional
para referirse a un aumento quimico o enzimatico del contenido de sulfato de la NASP. A la inversa, el término
"desulfatar" se refiere a la disminuciéon quimica o enzimatica del contenido de sulfato de la NASP. Se puede usar
cualquier protocolo conveniente para sulfatar quimicamente una NASP, siempre que el contenido de sulfato de la
NASP resultante aumente como resultado de nuevos restos de sulfato unidos covalentemente a la estructura de la
NASP o para desulfatar quimicamente una NASP siempre que el contenido de sulfato de la NASP resultante disminuye
el resultado de la eliminacion de restos de sulfato de la estructura NASP. Por ejemplo, uno o mas grupos hidroxilo
libres a lo largo del esqueleto de polisacarido pueden sulfatarse uniendo uno o mas aniones sulfato a los grupos
hidroxilo libres a lo largo del esqueleto de polisacarido. En otros casos, se pueden emplear complejos de triéxido de
azufre con piridina, trietilamina o con complejos estafiosos (ver, por ejemplo, los métodos que se describen en la
seccion experimental a continuacion, asi como los métodos para sulfatar grupos hidroxilo en Calvo-Asin, JA, et al.., J.
Chem. Soc, Perkin Trans 1, 1997, 1079).

[0053] Al sobredulfatar o desulfatar la NASP, el impacto de la sulfatacion en la actividad procoagulante y
anticoagulante puede confirmarse aun mas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el impacto del grado de sulfatacion
en la actividad procoagulante o anticoagulante puede evaluarse sobredulfatando una NASP que tiene un grado
predeterminado de sulfatacion. Cuando un NASP esta sobre-saturado, la extension de la sobre-sulfatacion puede
variar segun se desee. Por ejemplo, el NASP puede estar sobre sulfatado para aumentar el nimero de residuos de
sacaridos sulfatados en el NASP en un 10% o mas, como un 25% o mas, como un 50% o mas, como un 75% o mas
e incluyendo un exceso de sulfato para aumentar el nimero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP en un
90% o mas. En algunos casos, la NASP puede estar sobre sulfatada para aumentar el nimero de residuos de
sacaridos sulfatados en la NASP en un porcentaje que oscila entre el 5% y el 99%, como el 10% al 90% e incluso
entre el 15% y el 75%. En otras realizaciones, la NASP esta sobre sulfatada para aumentar el nimero de residuos de
sacaridos sulfatados en la NASP 1,5 veces o mas, como 2 veces 0 mas, como 3 veces 0 mas, € incluye la sobre
sulfatacion para aumentar el nimero de sulfatados. Los residuos de sacaridos en la NASP por 5 veces o mas. En
algunos casos, la NASP puede estar sobre sulfatada para aumentar el nimero de residuos de sacaridos sulfatados
en la NASP en un rango de 2 a 10 veces, como 3 veces, como 4 veces e incluso sobre-sulfatar la NASP para aumentar
el nimero de residuos de sacaridos sulfatados por 5 veces. En ciertas realizaciones, la NASP puede estar sobre
sulfatada a un grado deseado especifico de sulfatacion, como, por ejemplo, para determinar un valor umbral para un
grado de sulfatacion que sea adecuado para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion sanguinea. Por
ejemplo, una NASP puede estar sobre sulfatada para aumentar el nimero de residuos de sacaridos sulfatados en la
NASP, de modo que la NASP tenga un grado final de sulfatacion que sea 0,1 o mayor, como 0,2 o mayor, como 0,3 o
mayor, como 0,75 o mas, como 1,0 o mas, como 1,25 o mas, incluido el sobredimensionamiento de una NASP para
aumentar el nimero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP, de modo que la NASP tenga un grado final de
sulfatacion de 1,5 o mas. En ciertos casos, la NASP puede estar sobre sulfatada para aumentar el nimero de residuos
de sacaridos sulfatados en la NASP, de modo que la NASP tenga un grado final de sulfatacion de 0,5 o mas. En
algunos casos, la NASP esta sobre sulfatada para aumentar el nimero de residuos de sacaridos sulfatados en la
NASP, de modo que la NASP tiene un grado final de sulfatacion que varia de 0,1 a 3,0, como 0,5 a 2,5, como 0,7 a
2,0 eincluido 1,0 a 1,5,

[0054] De manera similar, el impacto del grado de sulfatacion sobre la actividad procoagulante o anticoagulante puede
evaluarse de manera similar desulfatando una NASP que tiene un grado predeterminado de sulfatacion. Por ejemplo,
la NASP puede ser desulfatada para reducir el numero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP en un 10% o
mas, como un 25% o mas, como un 50% o mas, tal como un 75% o mas e incluyendo la desulfatacion para reducir el
numero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP en un 90% o mas. En algunos casos, la NASP puede ser
desulfatada para disminuir el numero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP en un porcentaje que oscila
entre el 5% y el 99%, como entre el 10% y el 90% e incluye entre el 15% y el 75%. En otras realizaciones, la NASP
esta desulfatada para reducir el nimero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP en 1,5 veces o0 mas, como 2
veces 0 mas, como 3 veces 0 mas e incluye la desulfatacion para reducir el nimero de sulfatos. Los residuos de
sacaridos en la NASP por 5 veces o mas. En algunos casos, la NASP puede ser desulfatada para disminuir el nimero
de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP en un rango de 2 a 10 veces, como 3 veces, como 4 veces €
incluyendo sobre-sulfatar la NASP para aumentar el nimero de residuos de sacaridos sulfatados por 5 veces. En
ciertas realizaciones, la NASP puede desulfatarse para reducir el nUmero de residuos de sacaridos sulfatados en la
NASP a un grado deseado especifico de sulfatacion, como, por ejemplo, para determinar un valor umbral para un
grado de sulfatacion que sea adecuado para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion de la sangre.
Por ejemplo, una NASP puede ser desulfatada para reducir el nUmero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP,
de modo que la NASP tenga un grado final de sulfatacion de 2,0 o menos, como 1,75 o menos, como 1,5 0 menos,
como 1,25 o menos, como 1,0 o menos, como 0,75 o menos e incluir la desulfatacién de una NASP para reducir el
numero de residuos de sacaridos sulfatados en la NASP, de modo que la NASP tenga un grado final de sulfatacion
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de 0,5 o menos. En algunos casos, el NASP esta desulfatado para disminuir el nimero de residuos de sacaridos
sulfatados en el NASP, de modo que el NASP tiene un grado final de sulfataciéon que varia de 0,1 a 3,0, tal como 0,5
a 2,5 como 0,7 a 2,0 eincluido 1,0 a 1,5.

[0055] En algunas realizaciones, los aspectos de la presente invencion pueden incluir sobre-sulfatacion o desulfatacion
de una NASP seguida de determinar si la NASP sobre sulfatada o desulfatada tiene una actividad procoagulante
incrementada, actividad anticoagulante disminuida o ambas actividad procoagulante incrementada y actividad
anticoagulante disminuida en comparacién con una NASP no modificada. Por ejemplo, el método puede incluir los
pasos de: 1) determinar la actividad procoagulante o anticoagulante de una NASP (como se describe en detalle mas
arriba); 2) sobresulfatar o desulfatar la NASP; 3) determinar la actividad procoagulante o anticoagulante de la NASP
sobresulfatada o desulfatada; 3) comparar la actividad procoagulante o anticoagulante de la NASP no modificada con
la actividad procoagulante o anticoagulante de la NASP sobre sulfatada o desulfatada; y 4) determinar si la NASP
sobresulfatada o desulfatada ha aumentado la actividad procoagulante, ha disminuido la actividad anticoagulante o
ambos aumentaron la actividad procoagulante y disminuyé la actividad anticoagulante.

[0056] En otras realizaciones, los métodos de la invencion pueden incluir un exceso de sulfatacion o desulfatacion de
una NASP, seguido de la determinacién de si uno o mas de los NASP no modificados, NASP sobre sulfatados o NASP
desulfatados pueden ser adecuados para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion sanguinea. Por
ejemplo, el método puede incluir los pasos de 1) determinar la actividad procoagulante o anticoagulante de una NASP;
2) sobresulfatar o desulfatar la NASP; 3) determinar la actividad procoagulante o anticoagulante de la NASP
sobresulfatada o desulfatada; 3) la comparacion de la actividad procoagulante o anticoagulante de la NASP no
modificada con la actividad procoagulante o anticoagulante de la NASP sobre sulfatada o desulfatada; 4) determinar
si la NASP sobresulfatada o desulfatada ha aumentado la actividad procoagulante, disminuy6 la actividad
anticoagulante o aumento la actividad procoagulante y disminuyé la actividad anticoagulante en comparacién con una
NASP no modificada; y 5) determinar si uno o mas de los NASP no modificados, NASP sobre sulfatados o NASP
desulfatados pueden ser adecuados para tratar a un sujeto que tenga un trastorno de coagulacion sanguinea basado
en la actividad procoagulante y anticoagulante determinada de las NASP no modificadas, NASP sobre sulfatadas o
NASP desulfatadas.

[0057] En ciertas realizaciones, la evaluacion de la estructura molecular incluye la visualizacién de la NASP por
electroforesis en gel. La visualizacion de la NASP por electroforesis en gel es una técnica eficiente para determinar la
variabilidad de lote a lote de diferentes composiciones de NASP. Como tal, se puede emplear la electroforesis en gel
para evaluar la consistencia de las composiciones de NASP obtenidas de diferentes fuentes. Ademas, la pureza
general, la relacion de tamafio molecular a carga y la afinidad por el bario se pueden determinar en base a la
electroforesis en gel. Se puede emplear cualquier protocolo de electroforesis en gel para visualizar las composiciones
de NASP y puede incluir, pero no se limita a, gel de agarosa o electroforesis en gel de poliacrilamida.

[0058] En la evaluacion de una composicion de NASP, los métodos también incluyen la evaluacion de la composicion
quimica de la composicién de NASP. Por "composicién quimica" se entiende cualquier componente aparte de la NASP
que esta presente en la composicion de la NASP. Como tal, la composiciéon quimica de la composicion de NASP puede
incluir proteinas, polisacaridos, elementos traza, acidos o bases, metales, iones y varias otras impurezas.

[0059] En algunas realizaciones, la evaluacion de la composicion quimica de la composicion de NASP incluye un
analisis elemental de la composicion de NASP. El término "analisis elemental" se utiliza en su sentido convencional
para referirse a la determinacién de los componentes elementales e isotdpicos de la composicion de NASP. El analisis
elemental puede ser cualitativo (es decir, determinar qué elementos estan presentes) y cuantitativo (es decir,
determinar cuanto de cada elemento esta presente). En realizaciones de la invencion, determinar los componentes
elementales de la composicion de NASP incluye determinar el contenido de impurezas, y puede incluir determinar el
contenido de proteina (por ejemplo, determinando el contenido de nitrégeno) y el contenido de azufre elemental de la
composicion de NASP. El analisis elemental se puede realizar mediante cualquier protocolo conveniente, como por
ejemplo analisis de combustién, gravimetria, espectroscopia atdmica Optica, absorcion atdomica de llama, absorcion
atémica de horno de grafito, espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente, espectroscopia de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente, fusidon de sodio, fluorescencia de rayos X, emision de rayos X inducida
por particulas, espectroscopia fotoelectronica de rayos X, espectroscopia electronica de Auger e incluso mediante
analisis de plasma acoplado inductivamente.

[0060] En ciertos casos, el analisis elemental incluye determinar el contenido de azufre elemental de la composicion
de NASP. Como se discutié anteriormente, el azufre puede estar presente en las NASP en forma de sulfato. Como
tal, la cantidad de azufre presente en la composicion de NASP puede variar. Por ejemplo, la cantidad de azufre puede
ser de 10 por ciento en peso o menos, como 9,5 por ciento en peso o menos, como 9,0 por ciento en peso 0 menos,
como 8 por ciento en peso 0 menos, como 7 por ciento en peso o menos e incluyendo 5 en peso por ciento o menos
En algunos casos, la cantidad de azufre presente en la composicion de NASP varia de 0,001 por ciento en peso a 10
por ciento en peso, como 0,01 por ciento en peso a 9 por ciento en peso, como 0,1 por ciento en peso a 8 por ciento
en peso e incluye 1 por ciento en peso a 7 por ciento en peso por ciento. Cuando la composicion de NASP incluye
una alta cantidad de alginato (p.ej., presente en cantidades mayores que aproximadamente 0,5%), determinar el
contenido de azufre elemental de la composicién de NASP puede incluir ademas ajustar el porcentaje de azufre en
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peso determinado por analisis elemental para excluir el contenido de alginato. Al eliminar el alginato, el peso total
calculado de la composicion de NASP disminuye y el porcentaje en peso de azufre en estas composiciones aumentara,
dando una comparaciéon mas precisa de las composiciones de la cantidad de contenido de azufre de NASP. El
contenido de azufre elemental se puede determinar utilizando cualquier protocolo conveniente, como se describe
anteriormente. En ciertos casos, el contenido de azufre elemental se determina mediante técnicas de plasma de
acoplamiento inductivo o espectroscopia de emision atémica y se compara con el contenido de azufre elemental segun
lo determinado por la valoracién colorimétrica.

[0061] Segun la fuente, la composicion de NASP puede contener impurezas. Por "impurezas" se entiende cualquier
componente de la composicion de NASP que puede ser indeseable o es perjudicial para su aplicacion en el tratamiento
de un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion sanguinea. Por ejemplo, las impurezas pueden interferir (es decir,
disminuir) o inhibir una propiedad deseable particular de la composicion de NASP, tal como, por ejemplo, la actividad
procoagulante. Alternativamente, las impurezas pueden no ser perjudiciales para la funcion de la NASP, pero pueden
hacer que la composicion de la NASP no sea adecuada para su administracion a un sujeto, como por ejemplo que
contenga niveles elevados de toxinas, contenido de bacterias o niveles altos de iones de metales traza (por ejemplo,
arsénico, plomo, cadmio o mercurio) como se describe a continuacion. Las impurezas pueden incluir, entre otras,
impurezas organicas tales como proteinas, polisacaridos (por ejemplo, alginato, laminar y acidos urénicos), acido
acético y glicerol e impurezas inorganicas, como oligoelementos e iones metalicos.

[0062] En ciertas realizaciones, los métodos incluyen la determinacion de la concentracion de impurezas organicas
en la composicion de NASP. En algunos casos, las impurezas organicas incluyen proteinas impurezas. En estos
casos, la concentraciéon de aminoacidos, péptidos o proteinas presentes en la composiciéon de NASP puede
determinarse mediante ensayos especificos de proteinas (por ejemplo, acido bicincininico, ensayo de Bradford, etc.)
o mediante andlisis elemental del contenido de nitrégeno. Dependiendo de la fuente de la composicion de NASP, la
concentracion determinada de proteina puede variar, como 0,1% en peso o menos, como 0,05% en peso 0 menos e
incluyendo 0,01% en peso o menos.

[0063] En otros casos, las impurezas organicas incluyen polisacaridos que no son NASP. Por ejemplo, puede
determinarse la concentracion de alginato y laminar. El alginato es un polisacarido compuesto de acido manurénico
con enlaces 1-4 y no es procoagulante ni anticoagulante. Laminaran esta compuesto de residuos de glucosa con
enlaces 1-3 y 1-6. El alginato y el laminar pueden cuantificarse mediante cualquier protocolo conveniente, que incluye
3C-RMN, cromatografia i6nica o mediante ensayos especificos de acido uronico (por ejemplo, andlisis de carbazol).

[0064] En otras realizaciones, los métodos incluyen determinar el contenido de impureza inorganica. Por ejemplo, las
impurezas inorganicas pueden incluir elementos traza e iones metalicos. En algunos casos, los métodos incluyen
identificar y cuantificar uno o mas de plata, aluminio, arsénico, boro, bario, berruto, calcio, cadmio, cobolt, cobre, hierro,
germanio, mercurio, litio, magnesio, manganeso, molibdeno, sodio, niquel, fésforo, plomo, antimonio, aluminio, silicio,
estafio, estroncio, titanio y zinc. Se puede determinar que los elementos traza y los iones metalicos (p.€j., As, Cd Hg,
Pb) estan presentes en las composiciones de NASP en cantidades que van desde 0,05 pg/g hasta 3,0 ug/g, como 0,1
pg/g hasta 2,5 ug/g, tal como 0,25 ug/ga 2,0 ug/g, e incluyendo 0,5 ug/ga 1,5 pg/g. Los elementos traza y los iones
metdlicos se pueden identificar y cuantificar utilizando cualquier protocolo conveniente, como por ejemplo
espectrometria de masas, cromatografia idnica, absorcion atémica, espectrometria de absorcion atémica de horno de
grafito, espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente, espectrometria de emision atémica de plasma
acoplado inductivamente, espectrometria de absorcion atémica de llama, titulacién acidimétrica, o cualquier
combinacién de las mismas.

[0065] Como se resume anteriormente, se evaluan una o mas composiciones de NASP para determinar la actividad
de coagulacién y la composicion quimica de la composicion y la estructura molecular de NASP. Los métodos de la
invencion incluyen ademas determinar si cada composicion de NASP es adecuada para tratar a un sujeto que tiene
un trastorno de coagulacion de la sangre basandose en las actividades de coagulacion determinadas, composiciones
quimicas y estructuras moleculares de NASP. Para determinar si cada composicion de NASP puede ser adecuada,
un ser humano (ya sea solo o con la ayuda de una computadora, si utiliza un proceso automatizado por computadora
inicialmente establecido bajo direccion humana, como se describe a continuacion) evalua las actividades de
coagulacion determinadas, las composiciones quimicas y las estructuras moleculares de la NASP determinan si la
composicion de la NASP seria adecuada o inadecuada para administrar a un sujeto que tiene un trastorno de la
coagulacién sanguinea.

[0066] La determinacion de si una composicion de NASP puede ser adecuada para administrar a un sujeto que tiene
un trastorno de coagulacion de la sangre puede variar en términos de objetivos, donde en algunos casos las
caracteristicas deseadas de la composicion de NASP son caracteristicas que finalmente resultan en el tratamiento
efectivo de un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion de la sangre.

[0067] Después de evaluar la actividad de coagulacion de la composicion de NASP, los métodos incluyen determinar

que una composicion de NASP puede ser adecuada para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de
la sangre en el que la composicion de NASP satisface las siguientes condiciones:
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un valor de CEs para la actividad procoagulante de 0,3 pg/ml o menos segun lo determinado por CAT;

una ventana procoagulante de 0,1 a 100 mg/mL;

una relacion de la actividad procoagulante a la actividad anticoagulante de la composicion que es 10 o mayor;
un peso molecular de la NASP que es de 160 kDa o menos;

un contenido de fucosa de la NASP que es 60% de fucosa o mayor;

un contenido de alginato de la NASP que es un 10% de alginato o menos;

un porcentaje en peso de azufre de la NASP que es 8% de azufre en peso o mayor; y

un porcentaje en peso de impurezas en la composicion que es 0,1% de impurezas en peso 0 menos.

[0068] Los métodos también pueden incluir determinar que una composicion de NASP puede ser adecuada para tratar
a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre en el que la composicion de NASP ademas satisface
una o mas de las siguientes condiciones:

la composiciéon de NASP aumenta en la tasa global de coagulacion sanguinea en un 50% o mas en
comparacién con un control adecuado, tal como en un 75%, tal como en un 95% e incluso en un 99% en
comparacion con un control adecuado;

la composicion de NASP reduce el tiempo requerido para que la sangre comience a coagular en un 50% o
mas en comparacion con un control adecuado, tal como en un 75%, tal como en un 90% e incluyendo en un
95% en comparacion con un control adecuado;

la concentracion de la composicion de NASP requerida para producir la generacion maxima de trombina varia
de 0,1 a 1,5 pg/ml, como 0,5 pyg/ml, incluida 1 pyg/ml;

La composicién de NASP corrige la generacion de trombina en el plasma con factor inhibido a al menos 2
veces la que se encuentra en el plasma normal, como 2,5 veces la que se encuentra en el plasma normal,
como 3 veces la que se encuentra en el plasma normal, incluidas 5 veces la que se encuentra en el plasma
normal; La composicién de NASP corrige la coagulacion en plasma inhibido por FVIII a niveles normales en
un rango de concentracion de 0,1 a 1,5 pyg/ml, como por ejemplo, 0,5 ug/ml, como 0,9 ug/ml, como 1,1 ug/ml,
y incluyendo 1,3 ug/ml;

el valor de CEsp para la actividad procoagulante de la composicion NASP es de 0,2 ug/ml o menos, incluidos
0,1 o menos pg/ml; la relacion de la actividad procoagulante a la actividad anticoagulante de la composicion
NASP es 15 o mayor, como 20, como 25, como 30, como 35, como 40, como 45 y hasta 50;

la composicion de NASP tiene una CEs para la actividad inhibidora de TFPI de 0,5 pg/ml o menos, como 0,4
pg/ml, tal como 0,3 pg/ml, tal como 0,2 pg/ml, incluyendo 0,1 pg/ml; y

la concentracion a la que la composicion NASP activa la via de contacto es 20 veces mayor que la CEsq de
la composicion NASP, tal como 30 veces, tal como 35 veces, como 40 veces e incluso 50 veces mas que la
CEsp de la composicion NASP.

[0069] En otros casos, después de evaluar la estructura molecular de una o mas composiciones de NASP, se puede
determinar que una composicion de NASP es adecuada para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién
de la sangre en el que la composicion de NASP satisface una o mas de las siguientes condiciones:

el peso molecular de la NASP es de 150 kDa o menos, como 130 kDa e incluye un peso molecular que varia
de 15 kDa a 41 kDa;

la NASP tiene un grado de polimerizacion que varia de 70 a 200, tal como 75 a 175, tal como 100 a 150 e
incluye un grado de polimerizacion de 125;

la NASP tiene una proporcion de residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos de ramificacion de
2,0 o menos, como 1,4, como 1,3, como 1,2 e incluido 1;

la NASP tiene un contenido de fucosa de 75% o mas en peso, como el 80% en peso e incluye el 90% de
contenido de fucosa o por peso;

la NASP tiene un contenido de alginato que es del 8% o menos en peso, incluido un contenido de alginato
del 5% en peso;

la NASP tiene un contenido de fucosa de 80% o mas en peso y un contenido de alginato de 10% o menos en
peso, como 85% de fucosa en peso y 5% de contenido de alginato en peso;

la NASP tiene una densidad de carga anidnica que varia de 0,5 a 0,6, como 0,51, como 0,52 e incluye una
densidad de carga ani6nica de 0,55;

la NASP tiene un grado de sulfatacion de 0,5 o mayor, como 0,55, como 0,6, como 0,65, como 0,7, como 1,0
e incluso 1,5; 0

el contenido de azufre de la NASP es del 9% o mas de azufre en peso, como el 10% de azufre en peso,
incluido el 15% de azufre en peso.

[0070] Por ejemplo, en ciertos casos, se puede determinar que una composicion de NASP es adecuada cuando la
composicion tiene ademas una relacion de actividad procoagulante a actividad anticoagulante de 25 o mayor. En otros
casos, determinar que una composicion de NASP puede ser adecuada incluye determinar que la composicion tiene
ademas una CEs para la actividad inhibidora de TFPI de 0,4 ug/ml o menos, un contenido de fucosa que es 70% o
mas en peso, un contenido de alginato que es 7% o menos en peso y ninguna activacion de la via de contacto Hasta
100 pg/ml o mas. En otros casos, determinar que una composicion de NASP puede ser adecuada incluye determinar
que la composicion incluya una NASP que ademas tiene un peso molecular que varia de 15 kDa a 41 kDa, un grado
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de polimerizacién que varia de 70 a 200, un grado de sulfatacion de 0,5 o mayor. En otros casos, determinar que una
composicion de NASP puede ser adecuada incluye determinar que la composicion incluya una NASP que ademas
tiene un peso molecular que varia de 15 kDa a 41 kDa, un grado de polimerizacion que varia de 70 a 200, un grado
de sulfatacion de 0,5 o mayor, un contenido de fucosa que es 70% 0 mas en peso, y un contenido de alginato que es
7% o menos en peso. En otros casos, determinar que una composicion de NASP puede ser adecuada incluye
determinar que la composicion tiene ademas una CEsg para la actividad inhibidora de TFPI de 0,4 ug/ml o menos e
incluye una NASP que tiene un peso molecular que varia de 15 kDa a 41 kDa, densidad de carga anidnica de 0,5 a
0,6, un grado de polimerizaciéon de 70 a 200 y un grado de sulfatacion de 0,5 a 0,6, un contenido de fucosa de 70% o
mas en peso, un contenido de alginato de 7% o menos por peso y sin activacion de la via de contacto hasta 100 pyg/ml
0 mas.

[0071] Cuando es inmediatamente evidente que una composicién de NASP no es adecuada para administrar a un
sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre, la composicion de NASP puede descartarse en cualquier
momento durante los métodos de la invencién. Por ejemplo, la composicion de NASP puede descartarse
inmediatamente después de determinar la actividad de coagulacion, después de determinar la estructura molecular o
después de determinar la composicion quimica de la composicion de NASP. En algunos casos, una composicion de
NASP se descarta inmediatamente porque contiene impurezas téxicas. En otros casos, una composicién de NASP se
descarta de inmediato porque no muestra actividad procoagulante. En otros casos, una composicion de NASP se
descarta inmediatamente porque el peso molecular de la NASP es demasiado grande para ser biodisponible.

[0072] Los aspectos de la invencion también incluyen. En ciertas realizaciones, métodos para seleccionar una
pluralidad de composiciones de NASP para identificar una o mas composiciones de NASP que pueden ser adecuadas
para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién de la sangre. Como tales, los métodos incluyen determinar
la actividad de coagulaciéon, composicion quimica y la estructura molecular de NASP de una pluralidad de
composiciones de NASP y comparar las actividades de coagulacion determinadas, composiciones quimicas y
estructuras moleculares de NASP entre si e identificar si una o0 mas composiciones de NASP pueden ser adecuadas
para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre. Después de determinar la actividad de
coagulacion, composicion quimica y estructura molecular NASP de cada una de las composiciones de NASP, un ser
humano (ya sea solo o con la ayuda de una computadora) compara las caracteristicas determinadas de las
composiciones de NASP para identificar una o mas composiciones de NASP que pueden ser adecuadas.

[0073] La pluralidad de composiciones de NASP se evalia determinando las actividades de coagulacion,
composiciones quimicas y estructuras moleculares de NASP como se describié anteriormente. Después de evaluar
las composiciones de NASP mediante la determinacion de las actividades de coagulacion, las composiciones quimicas
y las estructuras moleculares de NASP, los métodos incluyen la comparacion de la pluralidad de composiciones de
NASP para evaluar si una o mas de las composiciones de NASP pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que
tiene un trastorno de coagulacion de la sangre.

[0074] En algunas realizaciones, la comparacion de la pluralidad de las composiciones de NASP incluye la clasificacion
de las composiciones de NASP con respecto a cada caracteristica deseada (por ejemplo, alta actividad procoagulante,
ventana procoagulante amplia, alta actividad inhibidora de TFPI, baja activacion de la via de contacto, baja actividad
anticoagulante, gran proporcidon de actividad procoagulante a actividad anticoagulante, alta biodisponibilidad, alta
pureza, baja polidispersidad, alto contenido de fucosa, alto contenido de azufre, bajo contenido de alginato, NASP con
bajo peso molecular, produccion constante de lote a lote, y bajo contenido de impurezas). Como tal, a cada
composicion de NASP se le asigna una clasificacion con respecto a cada caracteristica. Después de clasificar las
composiciones NASP con respecto a cada caracteristica, se puede calcular una clasificacion acumulativa total. Sobre
la base de la clasificaciéon acumulativa total, se determina la idoneidad de la composicién de NASP para tratar a un
sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre. Un ejemplo de seleccion de una pluralidad de composiciones
de NASP para identificar si una o mas de las composiciones pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene
un trastorno de coagulacion sanguinea se ilustra en el Ejemplo 4 a continuacion. Dependiendo del sujeto y tipo de
trastorno de la coagulacion sanguinea, la clasificacion de la composicién NASP en cada caracteristica puede contribuir
de manera diferente a la clasificacién acumulativa total. En otras palabras, no todas las caracteristicas contribuiran
por igual a la clasificacion acumulativa total, donde algunas caracteristicas pueden ser mas ponderadas que ofras,
dependiendo del objetivo final al emplear la composicion NASP. Por ejemplo, a la actividad de coagulacion se le puede
dar un mayor énfasis que a las caracteristicas estructurales. En otros casos, las caracteristicas estructurales reciben
un mayor énfasis que la actividad de coagulacion. Por ejemplo, la actividad procoagulante de la composicion de NASP
puede contribuir mas en la identificacién de una composiciéon de NASP adecuada que el peso molecular de la NASP.
Del mismo modo, la actividad inhibidora de TFPI puede ponderarse mas que el contenido de azufre.

[0075] La contribucién de cada caracteristica a la clasificacion acumulativa total de la composicion de NASP puede
asignarse segun se desee. En ciertas realizaciones, la actividad de coagulacion de la composicién de NASP hace una
mayor contribucion a la clasificacién acumulativa total que la estructura molecular de la NASP. En ofras realizaciones,
la actividad procoagulante hace una mayor contribucion a la clasificacion acumulativa total que la actividad
anticoagulante. En otras realizaciones mas, el contenido de monosacaridos de la NASP hace una contribuciéon mayor
a la clasificacion acumulativa total que el peso molecular de la NASP.
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[0076] Después de calcular la clasificacion acumulativa total, la idoneidad de la pluralidad de composiciones de NASP
para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion sanguinea se determina basandose en la clasificacion
acumulativa total.

[0077] En algunas realizaciones, se determina que una o mas composiciones de NASP son adecuadas si su
clasificacion acumulativa total excede un umbral predeterminado. En estos casos, se puede determinar que cualquier
numero de la pluralidad de composiciones de NASP es adecuado (es decir, cero para todas las composiciones de
NASP). Por ejemplo, ninguna de las composiciones de NASP examinadas puede exceder el umbral predeterminado
y, por lo tanto, ninguna se identifica como adecuada. Alternativamente, todas las composiciones de NASP
seleccionadas pueden superar el umbral predeterminado y, por lo tanto, todas las composiciones de NASP se
identifican como adecuadas.

[0078] En otros casos, solo se selecciona la composicion NASP que tiene la clasificacion total acumulativa total mas
alta. En otras palabras, solo la composicion NASP con la clasificacion mas alta se considera un posible candidato para
tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacién de la sangre.

[0079] En otras realizaciones, a cada composicién de NASP se le puede dar un rango basado en el nimero de
caracteristicas deseadas que posee la composicion de NASP. Por ejemplo, una composiciéon NASP puede tener 2
caracteristicas deseadas, como 3, como 4 como 5, que incluyen 10 caracteristicas deseadas. En estas realizaciones,
se puede determinar que una composicion de NASP es adecuada si el niUmero total de caracteristicas deseadas que
posee la composicion de NASP supera un umbral predeterminado. Por ejemplo, el umbral puede ser 1 o mas
caracteristicas deseadas, como 2, como 3, como 5, como 10 caracteristicas deseadas. Alternativamente, en algunos
casos, solo la composiciéon NASP con el mayor nimero de caracteristicas deseadas se selecciona como adecuada.

COMPOSICIONES ADECUADAS PARA TRATAR UN SUJETO QUE TIENE UN TRASTORNO DE COAGULACION
DE LA SANGRE

[0080] Las composiciones de NASP que pueden ser adecuadas para administrar a un sujeto que tiene un trastorno
de coagulacion de la sangre pueden variar en términos de objetivo, como se describe anteriormente, donde en algunos
casos las caracteristicas deseadas de la composicion de NASP son caracteristicas que finalmente dan como resultado
el tratamiento eficaz de un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion de la sangre. Como tales, las caracteristicas
deseadas de la composicion de NASP pueden incluir una o mas de: alta actividad procoagulante, ventana amplia
procoagulante, alta actividad inhibidora de TFPI, baja activacion de la via de contacto, baja actividad anticoagulante,
gran proporcion de actividad procoagulante a anticoagulante, alta biodisponibilidad, alta pureza, baja polidispersidad,
alto contenido de fucosa, alto contenido de azufre, bajo contenido de alginato, alto grado de sulfatacién, NASP con
bajo peso molecular, produccion constante de lote a lote y bajo contenido de impurezas o cualquier combinacion de
los mismos.

[0081] Las composiciones NASP de interés incluyen composiciones que satisfacen una o mas de las siguientes
condiciones:

la composiciéon de NASP aumenta en la tasa global de coagulacion sanguinea en un 50% o mas en
comparacién con un control adecuado, tal como en un 75%, tal como en un 95% e incluso en un 99% en
comparaciéon con un control adecuado;

la composicion de NASP reduce el tiempo requerido para que la sangre comience a coagular en un 50% o
mas en comparacion con un control adecuado, tal como en un 75%, tal como en un 90% e incluyendo en un
95% en comparacion con un control adecuado;

la concentracion de la composicion de NASP requerida para producir la generacion maxima de trombina varia
de 0,1 a 1,5 ug/ml, como 0,5 pyg/ml, incluida 1 pyg/ml;

la ventana procoagulante de la composicion de NASP oscila entre aproximadamente 0,1y 100 ug/ml o menos;
la composicién de NASP corrige la generacion de trombina en el plasma con factor inhibido a al menos 2
veces la que se encuentra en el plasma normal, como 2,5 veces la que se encuentra en el plasma normal,
como 3 veces la que se encuentra en el plasma normal, incluidas 5 veces la que se encuentra en el plasma
normal;

la composicion de NASP corrige la coagulacion en plasma inhibido por FVIII a niveles normales en un rango
de concentracion de 0,5 a 1,5 pg/ml, como por ejemplo, 0,7 pg/ml, como 0,9 pyg/ml, como 1,1 pg/ml, y
incluyendo 1,3 pg/mi;

el valor de CEsg para la actividad procoagulante de la composicion de NASP es de 0,5 pg/ml, como 0,4 pug/mli,
como 0,3 pg/ml, como 0,2 ug/ml e incluyendo 0,1 pg/ml;

la relacion de la actividad procoagulante a la actividad anticoagulante de la composicién de NASP es 10 o
mayor, tal como 15, como 20, como 25, como 30, como 35, como 40, como 45, e incluso 50;

la composicion de NASP tiene una CEsg para la actividad inhibidora de TFPI de 0,5 pg/ml o menos, como 0,4
pg/ml, tal como 0,3 pg/ml, tal como 0,2 pg/ml, incluyendo 0,1 pg/ml; y

la concentracion a la que la composicion NASP activa la via de contacto es 30 veces o mayor que la CEs de
la composicion NASP, tal como 35 veces, tal como 40 veces e incluso 50 veces mas que la CEsp de la
composicion NASP;
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el peso molecular de la NASP es de 160 kDa o menos, tal como 150 kDa, tal como 130 kDa e incluye un peso
molecular que varia de 15 kDa a 41 kDa pero mayor o igual a 15 kDa;

la NASP tiene un grado de polimerizacion que varia de 70 a 200, tal como 75 a 175, tal como 100 a 150 e
incluye un grado de polimerizacion de 125;

la NASP tiene una proporcion de residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos de ramificacion de
2,0 o menos, como 1,6, como 1,5, como 1,4, como 1,3, como 1,2y 1;

la NASP tiene un contenido de fucosa que es 60% o mayor en peso, tal como 75%, tal como 80% y que
incluye 90% de contenido de fucosa en peso;

la NASP tiene un contenido de alginato que es del 10% en peso, tal como el 8% en peso, incluido el 5% de
contenido de alginato en peso;

la NASP tiene un contenido de fucosa de 60% 0 mas en peso y un contenido de alginato de 10% en peso, tal
como 75% de fucosa en peso y 5% de contenido de alginato en peso;

la NASP tiene una densidad de carga anionica que varia de 0,5 a 0,6, como 0,51, como 0,52 e incluye una
densidad de carga ani6nica de 0,55;

la NASP tiene un grado de sulfatacion de 0,5 o mayor, como 0,7, como 1,0 e incluso 1,5; o

el contenido de azufre de la NASP es de 8% de azufre o0 mas en peso, incluido el 10% de azufre en peso,
incluido el 15% de azufre en peso;

la composicion de NASP tiene un contenido de impureza que es del 1% o menos en peso, tal como un 0,5%
en peso, incluido un contenido de impureza que es del 0,1% en peso.

[0082] En algunas realizaciones, las composiciones de NASP adecuadas para administrar a un sujeto que tiene un
trastorno de coagulacion sanguinea incluyen composiciones de NASP que poseen mas de una de las caracteristicas
deseadas anteriores, tales como 2 de las caracteristicas deseadas anteriores, tales como 3, tales como 5, tal como 6,
tal como 7, tal como 8, e incluyendo 10 de las caracteristicas deseadas anteriores.

[0083] En ciertas realizaciones, las composiciones de NASP de interés son composiciones que poseen propiedades
particulares deseadas o incluyen NASP que tienen caracteristicas estructurales especificas. Por ejemplo, en ciertos
casos, las composiciones de NASP adecuadas incluyen composiciones de NASP que tienen una CEsg de 0,3 ug/ml o
menos, una ventana procoagulante de 0,1 a 100 pg/ml y una relacion de actividad procoagulante a actividad
anticoagulante de 10 o mas. En otros casos, las composiciones NASP adecuadas incluyen composiciones NASP que
tienen un peso molecular de 160 kDa o menos, un contenido de fucosa que es 60% o mayor, un contenido de alginato
que es 10% o menos y un porcentaje en peso de azufre que es 8% o mayor. En otros casos, las composiciones NASP
adecuadas incluyen composiciones NASP que tienen una CEsp de 0,3 pg/ml o menos, una CEs para la actividad
inhibidora de TFPI de 0,4 pg/ml o menos, un peso molecular de 160 kDa o menos, un contenido de fucosa que es
70% o mas en peso, un contenido de alginato que es 7% o menos en peso y no hay activacion de la via de contacto
hasta 100 pg/ml o mas. En otros casos, las composiciones de NASP adecuadas incluyen NASP que tienen un peso
molecular que varia de 15 kDa a 41 kDa, un grado de polimerizacion que varia de 70 a 200, un grado de sulfatacion
de 0,5 o superior. Las composiciones de NASP adecuadas también pueden incluir composiciones de NASP que tienen
un NASP que tiene un peso molecular que varia de 15 kDa a 41 kDa, un grado de polimerizaciéon que varia de 70 a
200, un grado de sulfatacion de 0,5 o mas, un contenido de fucosa del 70%. o mayor en peso, un contenido de azufre
de 8% o mas en peso y un contenido de alginato que es de 7% o menos en peso. Las composiciones de NASP
adecuadas también pueden incluir composiciones de NASP que tienen una CEsg de 0,3 pug/ml o menos, una CEsg para
la actividad inhibidora de TFPI de 0,4 ug/ml o menos e incluye una NASP que tiene un peso molecular que varia de
15 kDa a 41 kDa. una densidad de carga aniénica que varia de 0,5 a 0,6, un grado de polimerizacion que varia de 70
a 200 y un grado de sulfatacion que varia de 0,5 a 0,6, un contenido de fucosa que es 70% o mas en peso, un contenido
de azufre de 8% o mas en peso, un contenido de alginato que es del 7% o menos en peso y sin activacion por via de
contacto de hasta 100 ug/ml o mas.

[0084] Algunas composiciones estan compuestas por NASP del 50% o mas en peso que satisfacen una o mas de las
condiciones mencionadas anteriormente, como el 80% o mas en peso, como el 85% o mas en peso, como el 90% o
mayor en peso, como 95% o mas en peso e incluyendo composiciones que estan compuestas por 99% o mas en
NASP en peso que satisfacen una o mas de las condiciones mencionadas anteriormente. En otras palabras, las
composiciones de NASP son una composicion enriquecida de NASP compuesta de al menos el 50% en peso de NASP
que satisfacen una o mas de las condiciones mencionadas anteriormente y no son simplemente mezclas que
contienen una pequeia cantidad de NASP que satisfacen una o mas de las condiciones mencionadas anteriormente
con una gran cantidad de NASP que no satisfacen una o mas de las condiciones mencionadas anteriormente. En
algunos casos, las composiciones de interés incluyen composiciones de NASP que estan compuestas por NASP que
satisfacen una o mas de las condiciones mencionadas anteriormente en una cantidad que oscila entre el 50% y el
99% en peso de la composicion de NASP, como el 55% al 90%., tal como 60% a 85% e incluyendo 65% a 75% en
peso de la composiciéon de NASP.

[0085] Por ejemplo, en un caso, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por
NASP del 50% o mas en peso que tienen un grado de sulfatacion que es de 0,5 o mas, tal como el 75% o mas en
peso e incluye el 95% o mayores en peso, las NASP que tienen un grado de sulfatacion de 0,5 o mayor. En algunos
casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP que tienen un
grado de sulfatacion que es de 0,5 o mayor en una cantidad que varia de 50% a 99% en peso de la composicion de
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NASP, tal como 55% a 90%, tal como 60% a 85% e incluyendo 65% a 75% en peso de la composicion de NASP. En
ciertas realizaciones, las composiciones de NASP de interés incluyen composiciones que estan compuestas de un
50% o mas por las NASP que tienen un grado de sulfatacion que es de 1,0 o mayor y que incluye un grado de
sulfatacion de 1,3 o mayor.

[0086] En otros casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP
del 50% o mas en peso, que tienen un grado de polimerizacion que varia de 70 a 200, tal como 75% o mas en peso
e incluyendo 95% o mas. en peso, los NASP que tienen un grado de polimerizacién que varia de 70 a 200, En algunos
casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP que tienen un
grado de polimerizacion que varia de 70 a 200 en una cantidad que varia de 50%. a 99% en peso de la composicion
de NASP, tal como 55% a 90%, tal como 60% a 85% e incluyendo 65% a 75% en peso de la composicion de NASP.

[0087] En otros casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP
del 50% o mas en peso que tienen un contenido de fucosa que es de 60% o mas, tal como el 75% o mas en peso e
incluyendo el 95% o mas de NASPs de peso que tienen un contenido de fucosa del 60% o mas. En ciertas
realizaciones, las composiciones de NASP de interés incluyen composiciones que estan compuestas por NASP del
50% o mas en peso que tienen un contenido de fucosa que es del 90% o mas. En algunos casos, las composiciones
de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP que tienen un contenido de fucosa que es
60% o mayor en una cantidad que varia de 50% a 99% en peso de la composicion de NASP, tal como 55% a 90%.,
tal como 60% a 85% e incluyendo 65% a 75% en peso de la composicion de NASP.

[0088] En otros casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP
del 50% o mas en peso que tienen un valor de CEsg para la actividad procoagulante de 0,2 pg/ml o menos, como el
75% o mas en peso e incluyen 95 NASPs en % o mas en peso que tienen un valor de CEsy para la actividad
procoagualante de 0,2 pg/ml o menos. En ciertas realizaciones, las composiciones de NASP de interés incluyen
composiciones que estan compuestas por NASP del 50% o mas en peso que tienen un valor de CEs para la actividad
procoagulante de 0,1 pg/ml o menos. En algunos casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones
que se componen de NASP que tienen un valor de CEsg para la actividad procoagulante de 0,2 pg/ml o menos en una
cantidad que varia del 50% al 99% en peso de la composicion de NASP, tal como 55% a 90%, tal como 60% a 85% e
incluyendo 65% a 75% en peso de la composicion de NASP.

[0089] En otros casos, las composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas por NASP
del 50% o mas en peso que tienen una relacion de residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos ramificados
de 1,4 o menos, tal como 75% o mas en peso y incluidos los NASP del 95% o mas en peso que tienen una proporcion
de residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos de ramificacién de 1,4 o menos. En otras palabras, en estas
realizaciones, las composiciones de interés de NASP estan compuestas por NASP en las que uno de cada 1,4 residuos
de sacaridos tiene un resto de sacarido ramificado unido a él. En ciertas realizaciones, las composiciones de NASP
de interés incluyen composiciones que estan compuestas por NASP del 50% o mas en peso que tienen una proporcion
de residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos de ramificacion de 1 o menos. En algunos casos, las
composiciones de NASP pueden incluir composiciones que estan compuestas de NASP que tienen una proporcién de
residuos de sacaridos lineales a residuos de sacaridos de ramificacion de 1,4 o menos en una cantidad que varia del
50% al 99% en peso de la composicion de NASP, tal como 55% a 90%, tal como 60% a 85% e incluyendo 65% a 75%
en peso de la composicién de NASP.

[0090] Las composiciones de interés también pueden incluir uno o mas factores de coagulacion de la sangre. Por
ejemplo, las composiciones pueden incluir una cantidad de una o mas NASP en combinacién con uno o mas factores
de coagulacion de la sangre. Los factores de interés de coagulacion de la sangre incluyen, entre otros, factor XI, factor
XIl, precalicreina, cininégeno de alto peso molecular (HMWK), factor V, factor VII, factor VIII, factor 1X, factor X, factor
XIlI, factor Il, factor Vlla y factor de von Willebrand, factor Xa, factor 1Xa, factor Xla, factor Xlla y Vllla, prekallekrein, y
cininégeno de alto peso molecular, factor tisular, factor Vlla, factor Va y factor Xa.

[0091] La cantidad (es decir, la masa) de cada una de las NASP vy el factor de coagulacion de la sangre en las
composiciones puede variar, variando de 0,001 mg a 1000 mg, como 0,01 mg a 500 mg, tal como 0,1 mg a 250 mg,
tal como 0,5 mg a 100 mg, como 1 mg a 50 mg, incluyendo 1 mg a 10 mg.

[0092] Las composiciones pueden ser homogéneas, que contienen un solo tipo de NASP. En otras realizaciones, las
composiciones de interés son mezclas heterogéneas de dos o mas NASP diferentes. Por ejemplo, las mezclas
heterogéneas pueden contener dos o mas NASP que varian con respecto al contenido de monosacaridos, el contenido
de azufre, el grado de sulfatacion, asi como las NASP que tienen distribuciones heterogéneas u homogéneas de peso
molecular.

[0093] Las composiciones pueden incluir ademas uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables como parte
de una composicion farmacéutica. Los excipientes pueden incluir, entre otros, carbohidratos, sales inorganicas,
agentes antimicrobianos, antioxidantes, surfactantes, tampones, acidos, bases y cualquier combinacion de los
mismos. Los excipientes adecuados para composiciones inyectables pueden incluir agua, alcoholes, polioles,
glicerina, aceites vegetales, fosfolipidos y surfactantes. También se puede emplear un carbohidrato tal como un
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azucar, un azucar derivatizado tal como un alditol, acido aldoénico, un azucar esterificado y/o un polimero de azulcar.
Algunos excipientes de carbohidratos de interés incluyen, por ejemplo, monosacaridos, tales como fructosa, maltosa,
galactosa, glucosa, D-manosa, sorbosa y similares; disacaridos, tales como lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa y
similares; polisacaridos, tales como rafinosa, melezitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles,
tales como manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), piranosilo sorbitol, mioinositol y similares. Las sales
inorganicas pueden incluir, entre otras, acido citrico, cloruro de sodio, cloruro de potasio, sulfato de sodio, nitrato de
potasio, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico y cualquier combinacién de los mismos.

[0094] Las composiciones también pueden incluir un agente antimicrobiano para prevenir o disuadir el crecimiento
microbiano, como por ejemplo cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de cetilpiridinio,
clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico, nitrato de fenilmercurico, timersol y cualquier combinacién de los mismos.

[0095] También se pueden emplear uno o mas antioxidantes. Los antioxidantes, que pueden reducir o prevenir la
oxidacion y, por lo tanto, el deterioro de la composicién, pueden incluir, por ejemplo, palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, acido hipofosforoso, monotioglicerol, galato de propilo, bisulfito de sodio,
sulfato de sodio, formaldehido sulfato de sodio, sulfato de sodio y cualquier combinacién de los mismos.

[0096] Se pueden incluir uno o mas tensioactivos en las composiciones descritas en el presente documento. Por
ejemplo, los agentes adecuados pueden incluir, pero no estan limitados a polisorbatos, como "Tween 20" y "Tween
80", y pluronics como F68 y F88 (BASF, Mount Olive, New Jersey); ésteres de sorbitan; lipidos, tales como fosfolipidos
tales como lecitina y otras fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas (aunque preferiblemente no en forma liposomal),
acidos grasos y ésteres grasos; esteroides, como el colesterol; agentes quelantes, tales como EDTA; y zinc y otros
cationes.

[0097] Los acidos o bases también pueden estar presentes en las composiciones descritas en el presente documento.
Por ejemplo, los acidos pueden incluir, entre otros, acido clorhidrico, acido acético, acido fosférico, acido citrico, acido
malico, acido lactico, acido férmico, acido tricloroacético, acido nitrico, acido perclérico, acido fosférico, acido sulfurico,
acido fumarico, y cualquier combinacion de los mismos. Los ejemplos de bases incluyen, pero no se limitan a, hidréxido
de sodio, acetato de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, acetato de amonio, acetato de potasio, fosfato
de sodio, fosfato de potasio, citrato de sodio, formiato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fumerato de
potasio, y cualquier combinacion de los mismos.

[0098] La cantidad de cualquier excipiente individual en la composicion variara dependiendo de la naturaleza y funcion
del excipiente y las necesidades particulares de la composicion. Por lo general, la cantidad éptima de cualquier
excipiente individual se determina a través de la experimentacion rutinaria, es decir, preparando composiciones que
contienen cantidades variables del excipiente (que van de bajo a alto), examinando la estabilidad y otros parametros,
y luego determinando el rango en el que el rendimiento 6ptimo se alcanza sin efectos adversos significativos. En
general, sin embargo, el o los excipientes estaran presentes en la composicion en una cantidad de aproximadamente
1% a aproximadamente 99% en peso, tal como desde aproximadamente 5% a aproximadamente 98% en peso, tal
como desde aproximadamente 15 a aproximadamente 95% en peso del excipiente, incluido menos del 30% en peso.
Los excipientes farmacéuticos junto con otros excipientes que pueden emplearse en las composiciones descritas en
el presente documento se describen en "Remington: The Science & Practice of Pharmacy", 192 edicion, Williams &
Williams, (1995), "Physician’s Desk Reference", 522 edicion, Medical Economics, Montvale, NJ (1998), y Kibbe, AH,
Handbook of Pharmaceutical Excipients, tercera edicion, American Pharmaceutical Association, Washington, DC,
2000,

[0099] Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse por cualquier modo conveniente
de administracion. Como tal, la formulacion puede variar. Por ejemplo, las composiciones pueden ser una inyeccion,
por ejemplo, polvos o liofilizados que pueden reconstituirse con un solvente antes de su uso, asi como preparadas
para soluciones o suspensiones inyectables, composiciones secas insolubles para combinacién con un vehiculo antes
de su uso, y emulsiones y concentrados liquidos para dilucién antes de la administracién. Cuando las composiciones
se emplean para inyecciones, los diluyentes para reconstituir composiciones soélidas antes de la inyeccion pueden
incluir, pero no se limitan a, agua bacteriostatica para inyeccion, dextrosa al 5% en agua, solucion salina tamponada
con fosfato, solucion de Ringer, solucién salina, agua estéril, agua desionizada y cualquier combinacion de los mismos.
Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una solucién o suspension liquida, jarabe, crema,
pomada, tableta, capsula, polvo, gel, matriz, supositorio o cualquier combinacion de los mismos.

[0100] Las composiciones descritas en el presente documento pueden precargarse en una jeringa, un dispositivo de
implantaciéon, o similar, dependiendo del modo previsto de suministro y uso. En ciertas realizaciones, las
composiciones estan en forma de dosificacion unitaria, de modo que una cantidad de la composicion esta lista en una
dosis Unica, en una forma premedida o pre-envasada.

SISTEMAS PARA EVALUAR UNA O MAS COMPOSICIONES DE NASP

[0101] También se describen los sistemas para practicar los métodos de la invencién. Dichos sistemas incluyen una
computadora que incluye un medio de almacenamiento legible por computadora que tiene un programa de
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computadora almacenado en ella, donde el programa de computadora cuando se carga en una computadora opera la
computadora para: recibir datos de actividad de coagulacién, datos de composicidon quimica y datos de estructura
molecular sobre una o mas composiciones de NASP incluyen un procesador para evaluar los datos de actividad de
coagulacion introducidos, los datos de composicion quimica y los datos de estructura molecular para determinar si una
o0 mas de las composiciones de NASP pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de
coagulacién sanguinea.

[0102] El sistema puede incluir un mddulo de entrada, un médulo de procesamiento y un médulo de salida. En algunas
realizaciones, los sistemas en cuestidon pueden incluir un médulo de entrada que esta conectado a Internet de tal
manera que los datos de las composiciones de NASP determinadas pueden ingresarse desde una ubicacion remota.
El médulo de procesamiento incluye memoria que tiene una pluralidad de instrucciones para evaluar la actividad de
coagulacion, composicion quimica y estructura molecular NASP de una o mas composiciones de NASP. El médulo de
procesamiento también esta configurado con un algoritmo para determinar si una o mas de las composiciones de
NASP pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién de la sangre basado en la
evaluacion de los datos de actividad de la coagulacion, los datos de composicién quimica y la estructura molecular de
NASP. Datos recibidos de un usuario. Por ejemplo, el procesador esta configurado con memoria con instrucciones
para realizar los pasos descritos anteriormente para evaluar si una o mas composiciones de NASP pueden ser
adecuadas o para detectar una pluralidad de composiciones de NASP.

[0103] Después de que el modulo de procesamiento haya evaluado la actividad de coagulacién, la composicion
quimica y la estructura molecular de la una o mas composiciones de NASP y haya determinado si una o mas de las
composiciones de NASP pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la
sangre, un moédulo de salida comunica los resultados al usuario, por ejemplo, mostrandolos en un monitor o
imprimiendo un informe.

[0104] Los sistemas en cuestion pueden incluir componentes de hardware y software, donde los componentes de
hardware pueden tomar la forma de una o mas plataformas, por ejemplo, en forma de servidores, de manera tal que
los elementos funcionales, es decir, aquellos elementos del sistema que realizan tareas especificas (como la gestion
de la entrada y la salida de informacion, el procesamiento de informacion, etc.) del sistema pueden llevarse a cabo
mediante la ejecucion de aplicaciones de software en una o mas plataformas informaticas representadas en el sistema.

[0105] Los sistemas pueden incluir una pantalla y un dispositivo de entrada del operador. Los dispositivos de entrada
del operador pueden ser, por ejemplo, un teclado, un mouse o similares. El médulo de procesamiento incluye un
procesador que tiene acceso a una memoria que tiene instrucciones almacenadas en él para evaluar los datos
ingresados sobre las composiciones de NASP y determinar si una o mas de las composiciones de NASP pueden ser
adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién de la sangre. El médulo de procesamiento
puede incluir un sistema operativo, un controlador de interfaz grafica de usuario (GUI), una memoria del sistema,
dispositivos de almacenamiento de memoria y controladores de entrada-salida, memoria caché, una unidad de
respaldo de datos y muchos otros dispositivos. El procesador puede ser un procesador disponible comercialmente o
puede ser uno de los otros procesadores que estan o estaran disponibles. El procesador ejecuta el sistema operativo
y las interfaces del sistema operativo con el firmware y el hardware de una manera bien conocida, y facilitan al
procesador la coordinacién y ejecucion de las funciones de varios programas de computadora que pueden estar
escritos en una variedad de lenguajes de programacion, como Java, Perl, C ++, otros lenguajes de alto o bajo nivel,
asi como combinaciones de los mismos, como se conoce en la técnica. El sistema operativo, tipicamente en
cooperacion con el procesador, coordina y ejecuta las funciones de los otros componentes de la computadora. El
sistema operativo también proporciona programacion, control de entrada-salida, administracion de archivos y datos,
administracion de memoria y control de comunicacion y servicios relacionados, todo de acuerdo con las técnicas
conocidas.

[0106] La memoria del sistema puede ser cualquiera de una variedad de dispositivos de almacenamiento de memoria
conocidos o futuros. Los ejemplos incluyen cualquier memoria de acceso aleatorio (RAM) cominmente disponible, un
medio magnético como un disco duro o una cinta residentes, un medio éptico como un disco compacto de lectura 'y
escritura, dispositivos de memoria flash u otro dispositivo de almacenamiento de memoria. El dispositivo de
almacenamiento en memoria puede ser cualquiera de una variedad de dispositivos conocidos o futuros, que incluyen
una unidad de disco compacto, una unidad de cinta, una unidad de disco duro extraible o una unidad de disquete.
Estos tipos de dispositivos de almacenamiento de memoria normalmente leen y/o escriben en un medio de
almacenamiento de programas (no se muestra) como, por ejemplo, un disco compacto, cinta magnética, disco duro
extraible o disquete. Cualquiera de estos medios de almacenamiento de programas, u otros actualmente en uso o que
pueden desarrollarse mas adelante, pueden considerarse un producto de programa de computadora. Como se
apreciara, estos medios de almacenamiento de programas generalmente almacenan un programa de software de
computadora y/o datos. Los programas de software, también llamados logica de control de computadora,
generalmente se almacenan en la memoria del sistema y/o el dispositivo de almacenamiento de programas que se
usa junto con el dispositivo de almacenamiento de memoria.

[0107] En algunas realizaciones, se describe un producto de programa informatico que comprende un medio utilizable
por ordenador que tiene una légica de control (programa de software informatico, incluido el cédigo de programa)
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almacenado en él. La légica de control, cuando es ejecutada por el procesador de la computadora, hace que el
procesador realice las funciones descritas en este documento. En otras realizaciones, algunas funciones se
implementan principalmente en hardware utilizando, por ejemplo, una maquina de estado de hardware. La
implementacion de la maquina de estado de hardware para realizar las funciones descritas en este documento sera
evidente para los expertos en las técnicas relevantes.

[0108] La memoria puede ser cualquier dispositivo adecuado en el que el procesador pueda almacenar y recuperar
datos, tales como dispositivos de almacenamiento de estado soélido, magnéticos o dpticos (incluidos discos magnéticos
u oOpticos o cinta o RAM, o cualquier otro dispositivo adecuado, ya sea fijo o portatil). El procesador puede incluir un
microprocesador digital de propdsito general adecuadamente programado desde un medio legible por computadora
que contenga el cédigo de programa necesario. La programacion puede proporcionarse de forma remota al procesador
a través de un canal de comunicacion, o guardarse previamente en un producto de programa informatico como la
memoria o algun otro medio de almacenamiento legible por computadora portatil o fijo que use cualquiera de esos
dispositivos en conexion con la memoria. Por ejemplo, un disco magnético u éptico puede llevar la programacion, y
puede ser leido por un escritor/lector de discos. Los sistemas también pueden incluir programacion, por ejemplo, en
forma de productos de programas informaticos, algoritmos para usar en la practica de los métodos descritos
anteriormente. La programacion se puede grabar en medios legibles por computadora, por ejemplo, cualquier medio
que pueda leerse y accederse directamente por una computadora. Tales medios incluyen, pero no se limitan a: medios
de almacenamiento magnético, como disquetes, medio de almacenamiento en disco duro y cinta magnética; medios
de almacenamiento Optico tales como CD-ROM; medios de almacenamiento eléctrico tales como RAM y ROM; e
hibridos de estas categorias, tales como medios de almacenamiento magnético/dptico.

[0109] El procesador también puede tener acceso a un canal de comunicacion para comunicarse con un usuario en
una ubicacién remota. Por ubicacién remota se entiende que el usuario no esta directamente en contacto con el
sistema y transmite informacién de entrada a un administrador de entrada desde un dispositivo externo. como una
computadora conectada a una red de area amplia ("WAN"), red telefénica, red satelital o cualquier otro canal de
comunicacion adecuado, incluido un teléfono movil (es decir, un teléfono inteligente). En estas realizaciones, el
administrador de entrada recibe informacion, por ejemplo, datos de actividad de coagulacion, datos de composicion
quimica, datos de estructura molecular, etc., de un usuario, por ejemplo, a través de Internet, teléfono o red de satélite.
El administrador de entrada procesa y reenvia esta informacion al médulo de procesamiento. Estas funciones se
realizan utilizando cualquier técnica conveniente.

[0110] Los controladores de salida pueden incluir controladores para cualquiera de una variedad de dispositivos de
visualizacidn conocidos para presentar informacién a un usuario, ya sea un ser humano o una maquina, ya sea local
o remoto. Si uno de los dispositivos de visualizacién proporciona informacion visual, esta informacién generalmente
se puede organizar légica y/o fisicamente como una matriz de elementos de imagen. Un controlador de interfaz grafica
de usuario (GUI) puede incluir cualquiera de una variedad de programas de software conocidos o futuros para
proporcionar interfaces graficas de entrada y salida entre el sistema y un usuario, y para procesar entradas de usuario.
Los elementos funcionales de la computadora pueden comunicarse entre si a través del bus del sistema. Algunas de
estas comunicaciones pueden llevarse a cabo en realizaciones alternativas utilizando la red u otros tipos de
comunicaciones remotas. El administrador de salida también puede proporcionar informacién generada por el médulo
de procesamiento (por ejemplo, la identidad de una o mas composiciones de NASP que pueden ser adecuadas para
tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion) a un usuario en una ubicacion remota, por ejemplo, a través
de Internet, red telefénica o satelital, de acuerdo con técnicas conocidas. La presentacion de datos por parte del
administrador de salida puede implementarse de acuerdo con una variedad de técnicas conocidas. Como algunos
ejemplos, los datos pueden incluir documentos SQL, HTML o XML, correo electrénico u otros archivos, o datos en
otras formas. Los datos pueden incluir direcciones URL de Internet para que un usuario pueda recuperar SQL, HTML,
XML u otros documentos o datos adicionales de fuentes remotas. Una o mas plataformas presentes en los sistemas
en cuestion pueden ser cualquier tipo de plataforma de computadora conocida o un tipo que se desarrollara en el
futuro, aunque tipicamente seran de una clase de computadora comunmente conocida como servidores. Sin embargo,
también pueden ser una computadora central, una estacion de trabajo u otro tipo de computadora. Pueden conectarse
a través de cualquier tipo de cableado conocido o futuro u otro sistema de comunicacién, incluidos los sistemas
inalambricos, ya sea en red o de otra manera. Pueden estar coubicados o separados fisicamente. Se pueden emplear
diversos sistemas operativos en cualquiera de las plataformas de computadora, posiblemente dependiendo del tipo
y/o marca de la plataforma de computadora elegida. Los sistemas operativos apropiados incluyen Windows NT®,
Windows XP, Windows 7, Sun Solaris, Linux, 0S/400, Compag Tru64 Unix, SGI IRIX, Siemens Reliant Unix y otros.

[0111] Durante el uso, un usuario ingresa informacion sobre la actividad de coagulacioén, la composiciéon quimica y la
estructura molecular de una o mas composiciones de NASP que usan los dispositivos de entrada del sistema, segun
lo determinan los métodos descritos en detalle anteriormente. El médulo de procesamiento esta configurado para
evaluar los datos de actividad de coagulacion, datos de composicién quimica y datos de estructura molecular de las
composiciones de NASP y determinar si una o mas composiciones de NASP son adecuadas para tratar a un sujeto
que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre. Los sistemas descritos en este documento pueden detectar una
pluralidad de composiciones de NASP, como al comparar y clasificar las composiciones de NASP, como se describe
anteriormente, o los sistemas pueden evaluar una o mas composiciones de NASP y determinar si cada composicion
de NASP es adecuada utilizando el método de las caracteristicas deseadas.
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[0112] En ciertas realizaciones, el médulo de procesamiento también esta configurado para incluir un administrador
de personalizacion de datos. El administrador de personalizacién de datos es un elemento funcional que le permite al
usuario ingresar varios parametros para evaluar los datos de actividad de coagulacion, datos de composicién quimica
y datos de estructura molecular de NASP. Ademas, el administrador de personalizacion de datos también esta
configurado para que un usuario pueda ingresar o cambiar los criterios utilizados para determinar si una composicion
de NASP es adecuada para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre. Por ejemplo, al usar
el administrador de personalizacién de datos, un usuario puede personalizar qué caracteristicas de los datos de
composicion de NASP tienen un mayor peso en la determinacion de la idoneidad de una composicion de NASP. De
esta manera, el administrador de personalizacién de datos es un elemento funcional que le permite al usuario
personalizar el protocolo de evaluacion utilizado para determinar si una composicion NASP es adecuada para tratar a
un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion.

[0113] En ciertas realizaciones, el médulo de procesamiento también esta configurado para incluir un administrador
de informacién de entrada. El administrador de informaciéon de entrada proporciona informaciéon a un usuario con
respecto a los criterios empleados por el procesador para determinar si una NASP es adecuada para tratar a un sujeto
con un trastorno de coagulacion de la sangre. Por ejemplo, el administrador de informacion de entrada proporciona un
historial de informacién de entrada a un usuario a peticion del usuario. La informacién de entrada puede estar en forma
de un compendio de datos de actividad de coagulacién, datos de composicién quimica y datos de estructura molecular
para composiciones NASP particulares, asi como parametros utilizados para determinar si es adecuado para tratar a
un sujeto que tiene un trastorno de coagulaciéon sanguinea y puede organizarse temporalmente o segun algin otro
criterio, etc. Como tal, el administrador de informacién de entrada proporciona al usuario la capacidad de volver sobre
los pasos empleados en el disefio de un protocolo para determinar la idoneidad de la composicién de NASP, de modo
que el conocimiento de los datos que se incluy6 en el desarrollo del protocolo puede ser facilmente obtenido y utilizado.

[0114] En ciertas realizaciones, el moédulo de procesamiento esta configurado para incluir un administrador de
comparacion de composicion NASP. El administrador de comparacién es un elemento funcional que esta configurado
para comparar una o mas composiciones de NASP entre si o con una base de datos de composiciones de NASP. Al
comparar una composicion NASP dada entre si o con una base de datos de la composicion NASP, el administrador
de comparacion puede buscar composiciones NASP similares en la base de datos, y permitir al usuario comparar
visualmente los datos de actividad de coagulacion, datos de composicion quimica y datos de estructura molecular
NASP de la composiciéon NASP del sujeto con una pluralidad de composiciones NASP en la base de datos. El
administrador de comparacién también puede comparar la composicion de NASP del sujeto con la base de datos de
composiciones de NASP e identificar, con base en esta comparacion, las caracteristicas de por qué la composicion
de NASP puede o no ser adecuada para tratar a un sujeto con un trastorno de coagulaciéon en comparacion con los
de la composicion.

[0115] En ciertas realizaciones, el modulo de procesamiento del sistema esta configurado ademas para incluir un
administrador de colaboracion configurado para permitir que al menos dos usuarios diferentes proporcionen datos de
forma conjunta sobre una o mas composiciones de NASP.

[0116] Al usar los sistemas en cuestion, un usuario ingresa la actividad de coagulacién, composicién quimica y
estructura molecular NASP (tal como se determina por los métodos descritos anteriormente) en el médulo de entrada
del sistema, por ejemplo, a través de una computadora de usuario. En ciertas realizaciones, el sistema toma la
informacién proporcionada y genera un informe que identifica una o mas composiciones de NASP que pueden ser
adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion sanguinea. El informe se reenvia al usuario,
por ejemplo, a través de la pantalla de salida o se imprime. En algunos casos, el informe y la actividad de coagulacion,
la composicién quimica y los datos de estructura molecular utilizados para generar el informe se almacenan en el
sistema en un elemento de memoria adecuado, donde se puede acceder a la informacién almacenada en un momento
posterior, como para comparar cGon otra composicién de NASP.

[0117] Los sistemas descritos en el presente documento pueden incluirademas un administrador de salida que genera
un informe basado en la informacién recibida de uno o mas usuarios, por ejemplo, actividad de coagulacion,
composiciéon quimica o informacién de estructura molecular. El administrador de salida es un elemento funcional que
produce un informe en respuesta a recibir informacion y determinar si una o mas composiciones de NASP son
adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre.

UTILIDAD

[0118] Los métodos del sujeto encuentran uso en cualquier situacion en la que exista el deseo de identificar una o
mas composiciones que puedan mejorar la coagulacion de la sangre en un sujeto. En ciertas realizaciones, los
métodos del sujeto se pueden emplear para identificar una 0 mas composiciones para tratar trastornos hemorragicos,
tales como un trastorno hemorragico cronico o agudo, un trastorno de coagulacion congénita causado por una
deficiencia del factor sanguineo, un trastorno de coagulacién adquirido y la administracion de un anticoagulante. La
invencion proporciona un método para seleccionar una pluralidad de composiciones y comparar caracteristicas de las
composiciones para determinar si una o0 mas de las composiciones pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que
tiene un trastorno de coagulacidon sanguinea. Los trastornos hemorragicos pueden incluir, entre otros, hemofilia A,
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hemofilia B, enfermedad de von Willebrand, trombocitopenia idiopatica, una deficiencia de uno o mas factores de
contacto, como Factor XI, Factor XlI, precalicreina y quinindgeno de alto peso molecular (HMWK), una deficiencia de
uno o mas factores asociados con hemorragia clinicamente significativa, como el factor V, factor VI, factor VIII, factor
IX, factor X, factor Xlll, factor Il (hipoprotrombinemia) y factor de von Willebrand, una deficiencia de vitamina K, un
trastorno de fibrinégeno, que incluye afibrinogenemia, hipofibrinogenemia y disfibrinogenemia, una deficiencia de
alfa2-antiplasmina y sangrado excesivo como el causado por enfermedad hepatica, enfermedad renal,
trombocitopenia, disfuncion plaquetaria, hematomas, hemorragia interna, hemartrosis, cirugia, traumatismo,
hipotermia, menstruacién y embarazo.

[0119] Los métodos del sujeto también encuentran uso en la identificacion de composiciones que pueden ser
adecuadas para mejorar la coagulacién de la sangre para tratar un trastorno de coagulacion congénita o un trastorno
de la coagulaciéon adquirida causada por una deficiencia de factor sanguineo. La deficiencia del factor sanguineo
puede ser causada por deficiencias de uno o mas factores, incluidos, entre otros, factor V, factor VII, factor VIII, factor
IX, factor Xl, factor XII, factor XIll y factor de von Willebrand.

EXPERIMENTAL

[0120] Los siguientes ejemplos se ofrecen solo con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion de ninguna manera.

[0121] Se han realizado esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los numeros utilizados (p.€j., cantidades,
temperaturas, etc.), pero, por supuesto, se deben permitir algunos errores experimentales y desviaciones.

Materiales y métodos

Fucoidanos y otros reactivos

[0122] Se evaluaron lotes de fucoidano de cuatro especies diferentes de algas pardas: Laminaria japonica (Lj.) (Baxter
Innovations GmbH, Austria); y Fucus vesiculosus (Fv), Undaria pinnatifida (Up) y Ecklonia maxima (Em) (Marinova,
Australia). Los productos quimicos y los reactivos fueron todos de grado analitico.

Ensayos de coagulacion

Trombografia automatizada calibrada (TAC)

[0123] La actividad procoagulante de los fucoidanos se monitoriz6 mediante trombografia automatizada calibrada
(CAT) como se describe por Hemker et al. (Pathophysiol. Haemost. Thromb. 33: pp. 4-15). Como modelo para la
deficiencia de FVIIl mediada por anticuerpos, se incubd un grupo de plasma humano normal (George King Biomedical,
Overland Park, KS) con plasma de anti-FVIlIl humano criado en cabra (Baxter Bioscience, Austria). Un proceso de
inactivacion por calor optimizado asegurd que los factores de coagulacién de la cabra en el plasma del inhibidor
estuvieran inactivos. La concentracion final del inhibidor en el plasma fue de 50 unidades de Bethesda (BU/mL), que
se determiné experimentalmente para bloquear completamente la actividad del FVIIIl. Para la inhibicion especifica del
factor Xlla, los plasmas se mezclaron con el inhibidor de la tripsina del maiz (CTI) (Hematologic Technologies, Inc.,
Essex Junction, VT, EE.UU.), Proporcionando una concentracion final de CTI de 40 pg/ml. A cada pocillo de una
microplaca de 96 pocillos (Immulon 2HB, fondo en U; Thermo Electron), se agregaron 80 pl de muestra de plasma
precalentado (37°C). Se afadio un intervalo de 0,02 a 300 ug/ml de cada preparacion de fucoidano al plasma (10 ml).
La generacion de trombina se monitorizd a 37°C en un lector Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems, Helsinki,
Finlandia) utilizando reactivos FluCa y PPP (Thrombinoscope BV, Maastricht, Paises Bajos). La generacion de
trombina se desencaden6 mediante factor tisular 1 pM y fosfolipidos 4 uM y se inicié dispensando 20 pl de reactivo
FluCa (Thrombinoscope BV, Maastricht, Paises Bajos) que contenia sustrato fluorogénico y solucién de CaCl,
tamponada con HEPES (100 pM) en cada pocillo. Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un lector
Fluoroskan Ascent® (Thermo Labsystems, Helsinki, Finlandia; filtros de excitacion de 390 nm y emision de 460 nm) a
37°C. Todas las muestras se analizaron por duplicado y en al menos dos ensayos independientes.

[0124] Los parametros de las curvas de generacion de trombina resultantes se calcularon utilizando el software
Thrombinoscope™ (Thrombinoscope BV, Maastricht, Paises Bajos). Con el calibrador de trombina como referencia,
se derivé la concentracion molar de trombina en los pocillos de prueba. Las cantidades de trombina en el pico de cada
curva de generacion de trombina (pico de trombina, nM), tiempo de retardo (intervalo de tiempo entre el inicio de la
medicion y el inicio de la generacion de trombina), tiempo maximo (intervalo de tiempo entre el inicio de la medicién y
el maximo de trombina) y potencial de trombina enddgeno (area bajo la curva de la concentracién de trombina en
funcion del tiempo) se registraron. El efecto procoagulante se evalué trazando el pico de trombina contra la
concentracion dentro de la parte inclinada del perfil. La CEsg se derivé utilizando el software SigmaPlot 12 de la curva
sigmoidal resultante.

[0125] Para evaluar la activacion por contacto de los fucoidanos, los ensayos de CAT se realizaron en un grupo de
plasma humano normal como se describe anteriormente con y sin CTI.
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TFPI - Ensayo de tiempo de protrombina diluida (TFPI-dPT)

[0126] Se us6 un ensayo de dPT con TFPI afiadido (TFPI-dPT) para demostrar el efecto inhibidor de TFPI de las
NASP en plasma humano normal (George King Biomedical). Las muestras de plasma se incubaron previamente con
0,5 pg/ml de TFPI de longitud completa (aa 1-276, producidas de forma constitutiva por las células SKHep1) y muestras
de NASP (0,03 - 10 yg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente.

[0127] La inhibicion de TFPI se ensay¢ utilizando el reactivo de factor tisular TriniClot PT Excel S (Trinity Biotech), que
se diluyo en solucién salina tamponada con Hepes 1:666 con BSA al 0,5% se afadio a las muestras de plasma en un
analizador de hemostasis ACL Pro Elite. La coagulacion se inicié con CaCl; 25 mM. La relacion de volumen de plasma:
TF: CaCl; fue 1:1:1, el trazado del tiempo de coagulacién contra el registro de la concentracion de fucoidano dio lugar
a una curva sigmoidal. La CEsg se derivo utilizando el software SigmaPlot 12 del grafico.

Ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT)

[0128] El ensayo aPTT se realizd6 como se describe en Liu, et al. (Thromb. Haemost. 95: pp. 68-76). Brevemente, se
mezclaron 50 yl de plasma humano normal descongelado (George King Biomedical, Overland Park, KS) con 5 pl de
muestra de fucoidano (0-60 pg/ml concentracion plasmatica final). Los fucoidanos se diluyeron en tampén de imidazol
(3,4 g/L de imidazol; 5,85 g/L de NaCl, pH 7,4) que contenia albumina al 1% (Baxter, Austria). Después de la adicion
de 50 pl de reactivo aPTT (STA APTT, Roche), las muestras se incubaron durante 4 minutos a 37°C. La coagulacion
se inicié con 50 pl de una solucion de CaCl, 25 mM (Baxter, Austria) y se registré durante hasta 5 minutos. Todos los
pasos de pipeteo y las mediciones del tiempo de coagulacion se llevaron a cabo con un instrumento ACL Pro Elite
(Laboratorio de Instrumentacion, Bedford, MA). Las muestras se analizaron por duplicado. El aPTT se representé en
funcién de la concentracion de NASP y la concentracion a la que se informé un aumento del 50% en el tiempo de
coagulacién con respecto al inicio.

Ensayo de tiempo de protrombina diluida (dPT)

[0129] Un ensayo de dPT para uso en el presente documento es un ensayo clinico de PT estandar modificado. Los
métodos de detalles para el ensayo dPT pueden encontrarse en Nordfang et al. (1991) Thromb Haemost 66: 464-467;
Welsch et al. (1991) Thrombosis Research 64: 213-222, Se puede usar un ensayo de tiempo de protrombina diluida
con inhibidor de la via del factor tisular agregado (TFPI-dPT) para demostrar el efecto inhibidor de TFPI del fucoidano
BAX513 en el plasma de pacientes hemofilicos (George King Biomedical). Las muestras de plasma se preincuban con
0,3 pg/ml de TFPI de longitud completa (aa 1-276, producida de forma constitutiva por SKHep1) y BAX513 (0,03-1
pg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente. El reactivo TF TriniClot PT Excel S (Trinity Biotech), diluido en
solucion salina tamponada con Hepes 1:400 con BSA al 0,5% se agrega a las muestras de plasma en un analizador
de hemostasia ACL Pro Elite (Laboratorio de Instrumentacion). La coagulacion se inicia con CaCl; 25 mM. La relacion
de volumen de plasma: TF: CaCl, fue 1:1:1, El tiempo para la coagulacion plasmatica se mide con un analizador de
hemostasia ProLite de ACL. Para el analisis de datos, TFPI-dPT se grafica contra la concentracién logaritmica. Los
valores de concentraciones efectivas medias maximas (CEsp) se determinan utilizando un ajuste de curva sigmoidal.

Estudios de interaccién de resonancia de plasmoén superficial

[0130] Se realizaron experimentos de resonancia de plasmén de superficie (Biacore T200, GE Healthcare) para
estudiar la interaccion de fucoidanos seleccionados con TFPI de longitud completa humana (aa 1 - 276) y una proteina
TFPI 1-160 truncada. fl-TFPI (TFPI de longitud completa) se acoplé covalentemente a un chip CM5 (GE Healthcare)
usando quimica de acoplamiento de amina a pH 5,0 (acetato de sodio 10 mM) dando como resultado la inmovilizacién
de 1000 unidades de respuesta (RU) para fl-TFPI. Para el andlisis cinético, las superficies se equilibraron a un caudal
de 30 pl/minuto con tampén HBS-N(HEPES 0,01 M, pH 7,4; NaCl 0,15 M, GE Healthcare) a la que se afiadio Tween-
80 al 0,1% (Merck). Después de 60 segundos, se inyectaron muestras de fucoidano (0,1 - 50 pg/ml) disueltas en
tampon de equilibrio durante 360 segundos seguidos de un tiempo de disociacion de 600 s. El chip se regenerd
inyectando 22,5 pl de NaCl 2,5 M seguido de 15 pyl de NaOH 10 mM, NaCl 1 M. El caudal se mantuvo a 30 pl/min.
Cada sensorgram fue referenciado contra el tampoén y la célula en blanco. La evaluacion se realizé en el software de
evaluacion Biacore T200, El procedimiento para la unién de fucoidano/TFPI1-160 se llevd a cabo de la misma manera.

Estructura molecular

Fraccionamiento de carga

[0131] El fucoidano F.v. se fracciond mediante un sistema GE Healthcare LC, AKTA Purifier 100 con una columna
DEAE (dietilaminoetil) Sefarosa F. F. (5 x 22 cm, volumen de columna, 431 ml). Los disolventes A y B fueron agua
Milli-Q y NaCIM. Se aplicoé un gradiente lineal para 16 volimenes de columna a un caudal de 49 mil/min. El eluido

recogido se cuantificé para determinar el contenido de carbohidratos fuera de linea con un ensayo de acido fenol-
sulfurico.
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Fraccionamiento de tamafio.

[0132] EI fucoidano de F.v. se fracciond usando ultrafiltracion con membranas de diferentes tamafios de corte. Se
obtuvieron y analizaron fracciones con diferentes rangos de Mw.

Ensayo de acido fenol-sulfurico

[0133] Los ensayos de acido fenol-sulfurico se llevaron a cabo en un tubo de vidrio. A 200 pl (pequefia escala)/300 pl
(gran escala) de eluato, se agregaron 100 pl de fenol acuoso al 5% (p/v) seguido de 1 pl de acido sulfdrico concentrado.
Las reacciones se incubaron a 100°C en un horno durante 10 minutos. Una vez que las soluciones reaccionadas se
enfriaron a temperatura ambiente, se transfirieron a una placa de 96 pocillos (200 yl en cada célula) y se midi6 la
absorbancia a 490 nm con un lector de placas. Los cromatogramas se generaron representando la absorbancia en
funcion del tiempo de retencién o del nimero de tubos.

Analisis de gel de agarosa

[0134] Los fucoidanos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Se us6 una célula Bio-Rad Mini-Sub
para moldear el gel. Se aplicaron muestras (10-20 mg de cada una) a un gel de agarosa al 0,5% en un tampon de
acetato de bario 0,04 M (pH 5,3) y se corrieron durante 2 horas a 100 mA en 0,05 M 1, 3-diaminopropano-acetato (pH
ajustado a 9,0 con acido acético). El gel se tifié en solucion acuosa de Alcian Blue durante 30 minutos y se destifié en
agua Milli-Q durante la noche para limpiar el fondo.

Determinacion de peso molecular promedio (Mw) y polidispersidad (poliD) utilizando cromatografia de exclusién por
tamario y dispersién de luz laser de multiples angulos (SEC-MALLS)

[0135] Se us6 un sistema de HPLC Agilent acoplado con los detectores DAAT HELEOS, QELS (dispersion de luz
cuasi elastica) de Wyatt Technology y Optilab rEX de indice de refracciéon diferencial (DRI) para medir el peso
molecular y las polidispersidades de diferentes fucoidanos. Cada fucoidano (aproximadamente 5 mg de sélido) se
disolvio en 250 pul de fase movil PBS, y se inyectdé 50 pl en una columna, Superdex 200 (10 mm/300 mm, GE
Healthcare, Piscataway, NJ). El cambio en el indice de refraccién/cambio en la concentracion (dn/dc) valor (0,113
ml/g) se determind en una muestra de F.v. fucoidano. Este valor se utilizé para calcular el peso molecular de todas las
muestras de NASP.

Analisis de monosacdridos mediante el intercambio de aniones de alto rendimiento con deteccién amperométrica
pulsada (HPAE-PAD)

[0136] Cada muestra se hidrolizé a monosacaridos utilizando acido trifluoroacético 2 M (TFA) en una concentracion
de 2 yg/ml a 100°C durante 5 h. El exceso de TFA en cada muestra se elimind secando la muestra en una centrifuga
de vacio y los hidrolizados se secaron utilizando un concentrador SpeedVac. El hidrosilato seco se volvié a disolver
en el mismo volumen de agua y el pH se ajusté a neutro con NaOH diluido después de que se volvié a disolver en el
mismo volumen de agua.

[0137] Se us6 un sistema Dionex ICS 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA) equipado con detector amperométrico pulsado,
columna protectora Dboex CarboPac® PA10 (2X50 mm) y columna analitica Dionex CarboPac® PA1 (4X250 mm)
para analizar su monosacarido composiciones. Se realizd un gradiente isocratico de NaOH 15 mM (0-10 minutos) a 1
ml/min para separar primero los azicares neutros, seguido de un gradiente de NaOAc (0-200 mM) con NaOH fijo 15
mM (10-40 minutos) para separar el acido azucares. El volumen de inyeccion fue de aproximadamente 25 pl. La
temperatura de la columna fue de 30°C. La forma de onda del PAD fue el programa predeterminado de Dionex para
los carbohidratos. El sistema HPAE-PAD fue controlado por el software Chromeleon (version 6,80). Se usaron siete
monosacaridos como estandares: glucosa, galactosa, manosa, arabinosa, ramnosa, xilosa y fucosa (Sigma, St. Louis,
MO).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

[0138] Se us6 un espectrometro de RMN Bruker Avance Il que funcionaba a una frecuencia 1H de 600 MHz con una
sonda criogénica "H/'3C doble para adquirir los espectros cuantitativos de '*C-RMN. Aproximadamente 20 mg de cada
fucoidano se disolvieron en 0,6 ml de DO con 0,02% de sodio deuterio-3-trimetilsililprionato (TMSP) (Cambridge
Isotope Lab., Andover, MA) y se transfirieron a tubos de RMN. El retraso de la relajacion para '*C RMN se optimizd
para obtener datos cuantitativos. Los espectros '*C-RMN con retrasos de relajacion de 1s, 2s, 5s, 10s, 30s y 60s, se
adquirieron en la muestra L.j. fucoidano, para determinar un tiempo de retardo adecuado para la relajacion completa
de los grupos carbonilo. Para evitar la mejora de Overhauser nuclear (NOE) de todas las sefiales en los espectros de
13C-RMN, el desacoplador se activo solo durante el tiempo de adquisicion de datos. Se utilizaron demoras de reciclaje
de 5 s y un tiempo de adquisicion de 0,1 s para la relajacion completa de los grupos carbonilo y para evitar el aumento
de NOE de todas las sefiales en los espectros de '*C-RMN. Los espectros se procesaron utilizando el software Topspin
2,1 (Bruker, Alemania).
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[0139] Se disolvieron aproximadamente 20 mg de cada NASP en 0,6 ml de DO con 0,02% de sodio deuterio-3-
trimetilsililprionato (TMSP) (Cambridge Isotope Lab., Andover, MA) como referencia de cambio quimico. 'H-RMN
espectros de 3C RMN, bidimensionales (2D) 1H-1H espectroscopia de correlacion (COSY), 'H-"3C multiplicidad
sensible a la fase editada Heteronuclear Quantum Single Correlation (HSQC), 'H-"3C magnitud modo Heteronuclear
Multiple Bond Correlation (HMBC) y los espectros 3D HSQC-TOCSY se adquirieron y procesaron utilizando el software
Topspin 3,0 (Bruker Biospin Corporation, Billerica, MA).

Sobredulfatacion de los NASP

[0140] Las reacciones de sobresulfatacion se llevaron a cabo en un fucoidano que tenia un MW de aproximadamente
50 kDa. El fucoidano (0,2 g) se agité en 4 ml de DMF y 6 ml de piridina a 90°C durante 30 minutos. Se agregaron
diferentes cantidades (1,4 y 0,4 g) de reactivo de sulfatacion (complejo de trioxido de azufre-piridina) para producir
fucoidanos con dos niveles de sobre sulfatacién. Para cada preparacion, correspondiente a los grados de
sobresulfataciéon mas altos y mas bajos, la mezcla se agité a 90°C durante 2 horas, se enfrié a temperatura ambiente
y se filtr6 para obtener un soélido blanco. Este soélido se disolvié en 10 ml de solucion saturada de NaHCOs. El sdlido
seco fue desalado vy liofilizado.

Desulfatacion de NASPs

[0141] Una mezcla de DMSO (45 ml) y tolueno (15 ml) se sometid a reflujo en condiciones de Dean Stark hasta que
se eliminaron 15 ml de la solucién. La solucién se enfrié a 120°C y se agregaron 1,0 g de fucoidano. Después de 5
minutos, se afadieron 2,5 ml de piridina, 0,75 g de acido piromelitico y 0,5 g de NaF. Luego, se agregaron 5 mL de
piridina adicional. La reaccion se llevo a cabo a 120°C bajo argén. Para obtener diferentes grados de desulfatacion,
se extrajeron dos alicuotas de la mezcla a las 1 y 2 horas. Cuando las partes alicuotas se enfriaron a temperatura
ambiente, se agregaron 40 ml de EtOAc a cada parte alicuota y se mantuvieron a 5 - 8°C durante 2 horas. Cada
alicuota se filtrd y el solido blanco producido se lavé con EtOAc (5 ml). El sélido blanco se disolvié en agua desionizada
(10 ml) y se afadié a 1,5 ml de NaHCO3; saturado. La solucion se desalificéd y se liofilizé para producir el fucoidano
desulfatado final.

Composicién quimica

Analisis elemental

Analisis de plasma acoplado inductivamente (ICP)

[0142] Se realizé una combinacion de analisis de espectrometria de masas (MS) y espectroscopia de emision atémica
(AES) para obtener el perfil elemental de los diferentes fucodianos. Los analisis de ICP-MS se realizaron utilizando un
ICP-MS 2 de Thermo Scientific X-Series 2 configurado con nebulizador de micro flujo PFA-ST y camara de rociado de
perlas de impacto de vidrio. El instrumento fue operado con y sin la célula de colisién (gas de célula de colision de
hidrégeno/helio al 7%). El escandio y el indio se utilizaron como estandares internos para los andlisis ICP-MS. Los
analisis de ICP-AES se realizaron utilizando un sistema radial de Varian ICP-AES. La solucién de prueba para ICP-
AES se mezcld en linea con una solucidon que contenia 2 ppm de itrio como patrén interno y 2% de cloruro de cesio
como supresor de la ionizacién. Los instrumentos se estandarizaron utilizando las soluciones estandar de inventario
rastreables por NIST (High Purity Standards, Inc y Inorganic Ventures).

[0143] Las muestras se prepararon al 0,5% (p/v, 0,1 g de muestra en 20 ml de solucién) en aqua regia al 5%
(HCI/HNO3) para analisis. Muestras de prueba representativas se complementaron con los elementos de destino. La
recuperacion analitica de cada elemento se calculé y comparé con un criterio de aceptacion de 100 + 30%. La cantidad
mas baja determinable (LQD) se establecié como diez veces la desviaciéon estandar de la respuesta en blanco para
cada elemento. La respuesta estandar calificada mas baja se utilizé6 como limite de informe para cada elemento.

Anaélisis adicionales de C, N, Hy S

[0144] El analizador de PE 2400 CHN se uso6 para las mediciones de C, H y N. El azufre se analizé6 mediante valoracion
colorimétrica.

Ejemplo 1

Actividad de coagulacion

[0145] La actividad biolégica se ensayé utilizando candidatos de fucoidano para determinar candidatos adecuados
para el desarrollo de un nuevo tratamiento para sujetos con trastornos de la coagulacién de la sangre. Los fucoidanos
exhiben actividad procoagulante al inhibir el TFPI y al acelerar la formacién de FVa dependiente de trombina. Los
fucoidanos ensayados mostraron una inhibicion del TFPI de longitud completa. Los fucoidanos también demostraron
cierta actividad anticoagulante. La potenciacion de los inhibidores de la trombina antitrombina Ill y/o cofactor de
heparina Il se ha descrito como un mecanismo anticoagulante. La activacion del sistema de contacto y la generacion
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subsiguiente de bradiquinina también se observé en algunos fucoidanos. La ventana procoagulante de los fucoidanos
analizados se encontraba dentro del rango de concentracion de cuatro magnitudes (= 0,1 - 100 ug/ml, como se muestra
en la Figura 2). Ademas, estos fucoidanos aumentan la generacion de trombina en plasma normal, demostrando una
actividad procoagulante independiente de los factores hemofilicos. Para seleccionar al candidato a NASP con la mas
alta calidad, se evaluaron y compararon todas las actividades procoagulantes y anticoagulantes. Dos candidatos, L.j.
y F.v. fucoidano exhibieron actividad procoagulante alta y anticoagulante baja (Figuras 2 y 3 y Tabla 7); E.m. fucoidano
tiene una actividad procoagulante que difiere de los otros tres fucoidanos con una mejora de la generacion de trombina
hasta dos veces superior al nivel normal 1; U.p. fucoidano tiene una mayor actividad anticoagulante. L.j. y E.m.
fucoidanos activan la via de contacto en concentraciones >5 ug/ml (ver Figuras 4a-j). U.p. y F.v. fucoidano no activaron
la via de contacto hasta una concentraciéon 30 veces mayor que sus valores 6ptimos de procoagulante.

Actividad procoagulante

[0146] Varios fucoidanos ensayados mostraron una mejora en los parametros de coagulacion a través de la via
extrinseca de la coagulacion mediante la inhibicién de TFPI. Para identificar si un fucoidano puede ser adecuado para
tratar a un sujeto con un trastorno de la coagulacién de la sangre, los fucoidanos de cuatro especies diferentes: L. j.,
U. p., E. m. y F. v. (Figura 1) se evaluaron para sus actividades procoagulantes y anticoagulantes. Primero, sus
actividades pro y anticoagulantes en plasma inhibido por FVIII se evaluaron mediante trombografia automatica
calibrada (CAT). La generacion de trombina dependiente de la concentracion de los candidatos a fucoidano se muestra
en la Figura 2. Todos los fucoidanos analizados pudieron corregir la coagulacion del plasma hemofilico a niveles
normales a aproximadamente 1 yg/ml. Aunque la actividad procoagulante disminuye a concentraciones superiores a
10 ug/ml, todavia supera los efectos anticoagulantes. Un fucoidano extraido de E. m. alcanzé un nivel de generacion
de trombina del doble del nivel plasmatico normal. Los niveles medio maximos (valores de CEsg en la Tabla 7) variaron
de 0,2 a 0,8 ug/ml dependiendo de la fuente bioldgica (es decir, especies de algas). Todas las NASP fueron igualmente
capaces de mejorar los parametros de coagulacién de la sangre total inhibida por FVIII, como se demostré mediante
el analisis de la tromboelastometria de rotacién (ROTEM) (datos no presentados).

[0147] Las Figuras 2a-2d muestran los efectos de los fucoidanos de cuatro especies diferentes de algas pardas en la
generacion de trombina. La coagulacion del plasma humano se desencadend con 1 pM de factor tisular en el ensayo
CAT en presencia de 0-300 ug/ml de fucoidano. La Figura 2a muestra los perfiles de generacion de trombina de L.j.
fucoidano; La Figura 2b es fucoidano arriba; La Figura 2c es E.m. fucoidano y la Figura 2d es F.v. Fucoidano. Se
muestran los picos de trombina (nM, circulos negros) y el tiempo maximo (min, triangulos blancos). Todos los
fucoidanos tuvieron un efecto dependiente de la concentracion en la generacion de trombina y pudieron corregir la
coagulacion del plasma inhibido por FVIII (linea negra inferior) a niveles normales (linea negra superior) a alrededor
de ~ 1 yg/ml.

[0148] Con el fin de identificar si las NASP que tienen ciertas densidades de carga y el grado de caracteristicas de
sulfatacion pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion sanguinea, las
NASP obtenidas por fraccionamiento de la carga de muestras de fucoidano F.v. utilizando la cromatografia de
intercambio i6nico DEAE se examinaron para determinar su actividad procoagulante. La actividad procoagulante para
las fracciones C2 - C6 se determind usando las condiciones de ensayo descritas anteriormente. En el ensayo CAT,
las fracciones C2-C6 mostraron un efecto procoagulante entre aproximadamente 0,05y 10 ug/ml, y las CEsp para la
actividad procoagulante para las fracciones C2-C6 fueron aproximadamente 0,2 pg/ml. La Tabla 1 resume la actividad
procoagulante de NASP obtenida por fraccionamiento de carga de muestras de fucoidano Fv.

Tabla 1. Grado de sulfatacion y actividad procoagulante de los NASP de fracciones separadas por carga de F.v.

fucoidano
Fracciones Grado de sulfatacion CAT CEsp (mg/mL)
C1 0,28 1,3+0,48
C2 0,49 0,2 +0,02
C3 0,72 0,2 + 0,04
C4 0,72 0,2+0,08
C5 0,8 0,2 + 0,01
C6 0,8 0,2 +0,09
F.v. Fucoidano 0,6 0,1+0,04

[0149] Con el fin de identificar si las NASP que tienen ciertos pesos moleculares y el grado de polimerizacion pueden
ser adecuados para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacién sanguinea, las NASP obtenidas
mediante fraccionamiento separado por tamafo de muestras de fucoidano F.v. usando ultrafiltracion se seleccionaron
para su actividad procoagulante. Los resultados del TAC se muestran en la Figura 5a y se resumen en la Tabla 2. La
relacion de la actividad procoagulante de peso molecular de las NASP se muestra en la Figura 5c. Se determiné que
la actividad procoagulante estaba relacionada con el peso molecular. En este ejemplo, un peso molecular igual o
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superior a 15 kDa mostré una actividad elevada, mientras que la actividad procoagulante de las NASP con un peso
molecular inferior a 15 kDa fue significativamente menor. El grado de polimerizacién se calculd a partir de los MW y el
grado de sulfatacion. En este ejemplo, un grado de polimerizacion de al menos 70 mostré una alta actividad, mientras
que la actividad procoagulante de las NASP con un grado de polimerizacion por debajo de aproximadamente 70 fue
significativamente menor.

Tabla 2. Peso molecular, grado de polimerizacion y actividad procoagulante de fracciones separadas por tamafio de
F.v. fucoidano

Numero de fraccion | Peso molecular (kDa) Grado de CAT CEsp (mg/mL)
polimerizacién
S1 174 840 0,3+0,07
S2 124 590 0,3+0,02
S3 40 200 0,6 + 0,06
S4 15 70 0,7 £ 0,11
S5 10 50 1,8+0,22
S6 8 40 3,0+0,26

[0150] Los fucoidanos F.v. desulfatados y sobresulfatados también se usaron para investigar el impacto de la densidad
de carga y el grado de sulfatacion en la actividad procoagulante. En el ensayo CAT, la actividad procoagulante de los
fucoidanos quimicamente sulfatados mostré una dependencia aproximada de la densidad de carga. Como se muestra
en la Tabla 3 y en las Figuras 6a y 6c¢, la actividad procoagulante disminuye a medida que el grado de polimerizacién
disminuye de 1,3 a 0,4. Los dos fucoidanos sobresulfatados mostraron un efecto procoagulante entre 0,01 y 10 pg/ml,
y los valores de CEsg CAT fueron de 0,09 y 0,12 pug/ml. Mientras tanto los dos fucoidanos desulfatados mostraron un
mayor rango de concentracion efectiva y los valores de CEsg que indican una actividad procoagulante mas baja que
la del fucoidano no modificado. La actividad procoagulante CEsg se represento en funcion del grado de polimerizacion
en la Figura 6c¢.

Tabla 3. Actividad procoagulante de F.v. Fucoidano sobre sulfatado y desulfatado

Muestra Grado d'e Peso molecular Grgdo Qe ' CAT CEso
sulfatacion | (kDa) polimerizacién | (ug/mL)
Fucoidano 1 sobre sulfatado 1,34 65 230 0,09 + 0,01
Fucoidano 2 sobre sulfatado 1,03 55 220 0,12 +0,01
Fucoidano no modificado 0,63 51 240 0,30 + 0,01
Fucoidano no sulfatado 1 0,50 24 120 0,70 +0,21
Fucoidano no sulfatado 2 0,37 15 80 2,62 +0,38

Inhibicién de inhibidor de la via del factor tisular (TFPI)

[0151] Los NASP exhibieron actividad neutralizadora de TFPI en estudios mecanisticos. Los fucoidanos se analizaron
para determinar la actividad inhibidora de TFPI utilizando un ensayo de tiempo de protrombina diluido TFPI (TFPI-
dPT), experimentos de CAT y estudios de resonancia de plasmén de superficie (Biacore). Los fucoidanos ensayados
mostraron efectos similares en el TFPI de longitud completa agregado al plasma humano normal. Se invirtio el tiempo
de coagulacion prolongado inducido por el TFPI con concentraciones medio maximas de aproximadamente 0,4 ug/mi
(Figura 7). Ademas, los fucoidanos no tuvieron efecto procoagulante en los TAC con plasma agotados en TFPI. Esto
apoya el mecanismo de inhibicion de TFPI de los fucoidanos. La interaccion de los NASP con TFPI de longitud
completa también se confirmé mediante experimentos de unién de resonancia de plasmones de superficie.

[0152] La Figura 7 muestra un ensayo de tiempo de protrombina diluido en el que se us6 un inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI-dPT) para evaluar el efecto inhibidor de TFPI de diferentes fucoidanos. El plasma humano normal
agrupado se preincubo con 0,5 ug/ml de TFPI de longitud completa (aa1-276) y el respectivo fucoidano (0,03-1 ug/ml)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Cada uno de los fucoidano que se analizaron mostraron actividades
inhibidoras de TFPI con un CEsp de ~ 0,4 pg/ml.

[0153] La inhibicion de TFPI por NASPs obtenida por fraccionamiento de carga de muestras de fucoidano F.v. usando
cromatografia de intercambio iénico DEAE y fraccionamiento de tamafio por ultrafiltracion se evalué con un ensayo de
tiempo de protrombina diluida (dPT) con TFPI de longitud completa afiadido. Todos los NASPs fueron capaces de
revertir el efecto anticoagulante de este inhibidor de la coagulacion. Al igual que en los experimentos CAT, la actividad
del fucoidano en el ensayo TFPI-dPT aumentd con un mayor grado de sulfatacion. Los valores de CEsp de la inhibicion
de TFPI correspondieron bien a los determinados por los ensayos de generacion de trombina, lo que sugiere que el
bloqueo de TFPI es el mecanismo de la accion procoagulante de las NASP. Se determiné que la actividad de bloqueo
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de TFPI dependia del grado de sulfatacion de los NASP. La interaccion de los NASP seleccionados con TFPI se
confirmé mediante estudios de resonancia de plasmones de superficie (Figura 19). Todos los NASP se unieron a TFPI
de longitud completa pero no a una forma TFPI1-160 truncada en el extremo C-terminal. Esto indica que el peso
molecular y el grado de sulfatacion estan relacionados con la actividad procoagulante de los NASP. La fraccion de
fraccionamiento de tamafio S5 con un tamafio de 10 kDa no interactud sustancialmente con el TFPI, lo que indica que
un umbral de peso molecular de aproximadamente 15 kDa puede ser adecuado para una inhibicion suficiente del
TFPI.

[0154] La inhibicion del efecto anticoagulante TFPI y la unién de fucoidanos a TFPI se representa en las Figuras 19a
y 19b. La inhibicion de TFPI por fucoidanos se analizé en un ensayo de dPT modificado donde se afiadié fl-TFPI
(Figura 19a). Los fucoidanos revierten el efecto anticoagulante del TFPI de una manera dependiente de la dosis. La
inhibicién de TFPI se increment6 o disminuyd por sobre-sulfatacion o desulfatacion del fucoidano, respectivamente.
Por lo tanto, se demostré que la inhibicién de TFPI depende de la densidad de carga de la NASP. Interaccion de
fucoidanos con fl-TFPI en experimentos de Biacore. (Figura 19b) Los fucoides interactian de manera dependiente de
la dosis con el TFPI. La respuesta también aumentd con mayor peso molecular y grado de sulfatacion.

Actividad anticoagulante

[0155] Los NASP ensayados exhiben actividad anticoagulante en concentraciones mas altas (>4 ug/ml) de acuerdo
con los experimentos CAT y aPTT. Para medir su efecto anticoagulante se realizaron ensayos de aTPT y se determind
la concentracion a la que se produjo un aumento del 50% en el tiempo de coagulaciéon en comparacion con el plasma
humano normal. Los datos muestran que U.p. fucoidano tenia aproximadamente el doble de actividad anticoagulante
que L.j., F.v. y E.m. fucoidanos (Figura 3 y Tabla 7). Todos los fucoidanos mostraron un aumento de las actividades
anticoagulantes comenzando aproximadamente diez veces por encima de la concentracion procoagulante dptima. Se
calculd la proporcion de las actividades procoagulantes y anticoagulantes de la NASP (Tabla 7). F.v. y L.j. fucoidano
mostraron buena actividad procoagulante y poco efecto anticoagulante.

[0156] La Figura 3 muestra la actividad anticoagulante de varios fucoidanos ensayados. El efecto anticoagulante de
los fucoidanos en concentraciones de 0-60 pg/ml se evalué mediante el ensayo de tiempo de tromboblastina parcial
activada en plasma humano normal. Se muestra el aumento dependiente de la concentracién en el tiempo de
coagulacion para cuatro candidatos representativos. El fucoidano (triangulos blancos) mostré una mayor actividad
anticoagulante que los otros fucoidanos.

[0157] Con el fin de identificar si las NASP que tienen ciertas densidades de carga y el grado de las caracteristicas de
sulfatacion pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion sanguinea, las
NASP obtenidas por fraccionamiento de la carga de muestras de fucoidano F.v. utilizando la cromatografia de
intercambio idnico DEAE se examinaron para determinar su actividad anticoagulante. La actividad anticoagulante para
las fracciones C1 - Cs se determind usando las condiciones de ensayo descritas anteriormente. Las concentraciones
a las que se produjo un aumento del 50% en el tiempo de coagulaciéon en comparacién con el plasma humano normal
se determinaron mediante el ensayo aPTT y se resumen en la Tabla 4. Todas las NASPs obtenidas por
fraccionamiento separado por carga mostraron actividad anticoagulante en concentraciones mas altas (>5 pg/ml)
segun los experimentos de aPTT.

Tabla 4. Grado de sulfatacion y actividad anticoagulante de las fracciones separadas por carga de F.v. fucoidano

Fracciones Grado de sulfatacion aPTT +50% concentracion
(ug/mL)

C1 0,28 247+ 0

C2 0,49 7,5+0,42

C3 0,72 5,9+ 0,35

c4 0,72 6,9+ 1,45

C5 0,8 6,1 % 0,64

Cé 0,8 6,1+0,55

F.v. Fucoidano 0,6 40+0,28

[0158] Con el fin de identificar si las NASP que tienen ciertos pesos moleculares y el grado de polimerizacion pueden
ser adecuados para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion sanguinea, las NASP obtenidas por
fraccionamiento separado por tamafio de muestras de fucoidano F.v. usando ultrafiltracion se examinaron para
determinar su actividad anticoagulante. Los resultados de aPTT se muestran en las Figuras 5B y 5D y se resumen en
la Tabla 5. Se determiné que la actividad anticoagulante estaba relacionada con el peso molecular. En este ejemplo,
un peso molecular igual o superior a 41 kDa mostré una actividad anticoagulante alta, aumentando el tiempo de
coagulacién en un 50% a 5 pg/ml, mientras que las NASP que tienen un peso molecular de menos de 41 kDa requieren
una mayor concentracion. El grado de polimerizacion también se investigé de manera similar. En este ejemplo, un
grado de polimerizacion igual o superior a 200 mostré una alta actividad anticoagulante, mientras que la actividad
anticoagulante de las NASP que tenian un grado de polimerizacion por debajo de aproximadamente 200 fue
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significativamente menor.

Tabla 5. Peso molecular, grado de polimerizacion y actividad anticoagulante de fracciones separadas por tamafio de
F.v. fucoidano

Numero de fraccion | Peso molecular (kDa) | Grado de polimerizacién | aPTT +50% conc. (ug/mL)
S1 174 840 44+0,14
S2 124 590 45+0,14
S3 40 200 7,3+0,49
S4 15 70 11,6 £ 0,14
S5 10 50 18,8 + 0,64
S6 8 40 23,6 +3,54

Los fucoidanos F.v. desulfatados y sobre sulfatados también se utilizaron para investigar el impacto de la densidad de
carga y el grado de sulfatacion en la actividad anticoagulante. Los dos fucoidanos sobresulfatados aumentaron el
tiempo de coagulacion a 50% por encima de lo normal en concentraciones mucho mas bajas en un ensayo aPTT que
los dos fucoidanos desulfatados (Tabla 6). Por lo tanto, la actividad anticoagulante sigue la misma tendencia que se
observa con la actividad procoagulante.

Tabla 6. Actividad anticoagulante de F.v. Fucoidano Sobresulfatado y desulfatado

Grado de Peso molecular Grado de aPTT +50% conc.
Muestra . . .,

sulfatacion | (kDa) polimerizaciéon (nug/mL)
Fucoidano 1 sobre sulfatado | 1,34 65 230 2,9+0,02
Fucoidano 2 sobre sulfatado | 1,03 55 220 3,0+0,23
Fucoidano no modificado 0,63 51 240 7,0 +0,57
Fucoidano no sulfatado 1 0,50 24 120 17,3+0,25
Fucoidano no sulfatado 2 0,37 15 80 53,6 +2,74

Activacién de ruta de contacto

[0159] Se sabe que muchos polimeros anidnicos, tales como glicosaminoglicanos y polifosfatos sulfatados, activan la
coagulacion a través de la via de contacto intrinseca. Sin embargo, la activacion de la via de contacto es perjudicial
para tratar un trastorno de coagulacion de la sangre debido a su asociacion con la inflamacién. Los fucoidanos se
ensayaron para su activacion de la via de contacto. La adicion de CTI (inhibidor de la tripsina del maiz) bloquea FXlla
y, por lo tanto, bloquea la via de contacto. Por lo tanto, los fucoidanos se ensayaron en ensayos de generacion de
trombina utilizando un grupo de plasma humano normal en presencia y ausencia de CTI para determinar la activacion
por contacto. Los cuatro fucoidanos mejoraron la generacion de trombina, lo que indica su modo de accion
independiente del FVIII. L.j. fucoidano mostré un claro aumento en la generacion de trombina en ausencia de CTl en
comparacion con el control de plasma con CTI en concentraciones superiores a 5 ug/ml. E.m. fucoidano tuvo un ligero
efecto a una mayor concentracion. Por el contrario, U.p. y F.v. fucoidanos no activaron la via de contacto hasta una
concentracion 30 veces superior a su 6ptimo procoagulante (Figura 4).

[0160] Las Figuras 4a-4j representan la activacion de la ruta de contacto por los fucoidanos ensayados, asi como por
NASP sobre sulfatados y fracciones de NASP S1, S2 y S5 del fraccionamiento separado por tamafio como se describe
con mayor detalle a continuaciéon. El ensayo CAT desencadenado por factor tisular en plasma humano normal se
realizé en ausencia y presencia (40 pg/ml) del inhibidor de FXlla CTI. Las Figuras 4a-j muestran los perfiles de
generacion de trombina de L. fucoidano, U.p. fucoidano, E.m. fucoidano y F.v. fucoidano, asi como NASP
sobreestatados y fracciones de NASP S1, S2 y S5 del fraccionamiento separado por tamafio con y sin inhibidor de
FXlla CTI. Todos los fucoidanos mostraron actividad procoagulante en plasma normal: picos de trombina (nM, circulos
negros) y control de plasma normal (linea negra). L.j. y E.m. fucoidanos muestran una mayor formacion de trombina
en ausencia de CTI en concentraciones > 5 ug/ml (triangulos blancos). Esto indica la activacion de la via de contacto.

Tabla 7. Actividad de muestras de Fucoidano de cuatro especies diferentes y tres lotes de fucoidanos de algas
pardas F.v.
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L.j. U.p. E.m. F.v. Fucoidano

Fucoidano Fucoidano Fucoidano Lote 1 Lote 2 Lote 3
CEso 0,3 0,4 0,8 0,2 0,3 0,2
(pg/mL)
aPTT 7 4,5 8,7 6,5 6,3 6,2
(pg/mL)
Relacion 23,3 1,3 10,9 32,5 21,0 31,0
aPTT/CE5o

[0161] Se descubrié que la sobresulfatacion puede estimular una activacion de la ruta de contacto. En ausencia del
inhibidor de FXlla CTI, el fucoidano altamente sobre sulfatado indujo un aumento de la generacién de trombina en
concentraciones tan bajas como 1 pug/ml. El fucoidano no modificado y desulfatado no mostré este efecto.

[0162] En base a los resultados obtenidos de las NASP a partir de muestras fraccionadas por tamario de fucoidano
Fv, el fucoidano mas grande con un MW de 174 K4 también activo ligeramente la via de contacto en ausencia de CTI.
Sin embargo, la activacion por contacto no se produjo hasta un grado de polimerizacion 600.

Ejemplo 2

Estructura molecular

[0163] También se realiz6 una comparacion de la estructura molecular de los fucoidanos ensayados. Tres lotes de
F.v. Fucoidano se caracterizaron por la consistencia del producto.

Gel de agarosa

[0164] Se usé electroforesis para comparar fucoidanos. En este trabajo, se aplicaron geles de agarosa a los fucoidanos
ensayados. (Figura 8). Las diversas especies se distinguieron por la migracién de los fucoidanos en el gel de agarosa,
y los tres lotes parecen similares en el gel, lo que implica una buena reproducibilidad de fabricacion lote a lote. La
pureza, la relacion de tamafio molecular a carga y la afinidad al bario son propiedades que determinan la migracion
de una muestra en el gel. El gel para el analisis de diferentes fucoidanos se muestra en la Figura 8. Los fucoidanos
de diferentes fuentes se distinguieron facilmente y también se confirmé el rendimiento constante de los lotes de F.v.
fucoidano en el gel.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

[0165] Se analizaron diferentes lotes de fucoidano mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y sus pesos
moleculares podrian clasificarse de manera aproximada.

Determinacién de peso molecular y polidispersidad por cromatografia de exclusién por tamano - dispersiéon de luz |aser
de multiples angulos (SEC-MALLS)

[0166] El peso molecular y las polidispersidades de diferentes fucoidanos se enumeran en la Tabla 8. Se midio el valor
dn/dc especifico para el F.v. fucoidano (0,113 ml/g) y se usé para calcular el peso molecular promedio de todos los
fucoidanos analizados. De los datos de SEC-MALLS, los fucoidanos F.v. tienen un peso molecular promedio de
aproximadamente 130 a 160 kDa y los L.j. fucoidanos tienen un peso molecular promedio similar de aproximadamente
170 kDa. Los E.m. fucoidanos tienen el mayor peso molecular ensayado de mas de 1000 kDa; y el peso molecular de
U.p. fucoidano también es grande a mas de 500 kDa. La polidispersidad, que es un reflejo de la heterogeneidad de
tamanio, es similar para todos los fucoidanos en este informe.

Tabla 8. Pesos moleculares (Mw) y polidispersidades (PoliD) determinados por SEC-MALLS

L.j. U.p. E.m. F.v. Fucoidano

Fucoidano | Fucoidano | Fucoidano | Lote 1 Lote 2 Lote 3
Promedio de Mw. (KDa) | 170 620 1360 160 150 130
PoliD 1,8 1,6 1,5 1,6 1,7 1,7

Analisis de monosacaridos mediante cromatografia iénica (Cl)

[0167] Las muestras de fucoidano se hidrolizaron a monosacaridos. La hidrélisis se controlé por TLC. La separacion
de los estandares de monosacaridos y un cromatograma de muestra representativo se muestran en la Figura 9. Los
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resultados de la composicién de monosacaridos se enumeran en la Tabla 9. Se observaron tres componentes, fucosa,
galactosa y xilosa, en L.j. fucoidano; Se observaron fucosa y galactosa en U.p. y E.m. fucoidanos. F.v. fucoidanos
contenia fucosa casi en su totalidad.

Tabla 9. Composicién de monosacaridos determinada por ClI

Area Lj. U.p. E.m. F.v. Fucoidano

relativa (%) | Fucoidano Fucoidano Fucoidano Lote 1 Lote 2 Lote 3
Fucosa 39 58 38 73 75 76
Galactosa 35 37 41 15 15 14
Glucosa 1 3 8 1 0 0
Xilosa 21 1 5 9 8 8
Manosa 4 1 8 2 2 2

Determinaciones de fucosa, alginato y heterogeneidad utilizando '3C-RMN

[0168] La estructura de los fucoidanos ensayados se caracterizd cuantitativamente por '*C-RMN. Esta es la primera
vez que se utiliza un enfoque cuantitativo de '*C-RMN como un método para evaluar los fucoidanos para identificar si
una o mas de las composiciones pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de la coagulacion
de la sangre.

[0169] La Figura 11 representa las integrales de la '*C-RMN representada en funcién de su tiempo de retardo de
relajacion (D1). La secuencia de pulsos empleada fue tal que el desacoplador se activd solo durante el tiempo de
adquisicion. Las integrales relativas de los carbonilos aumentaron cuando D1 se varié de 1 segundo a 5 segundos.
Los grupos carbonilo se relajaron completamente después de un retraso de 5 segundos. Las integrales de los grupos
metilo tuvieron una respuesta diferente a las de los grupos carbonilo. Las integrales de los grupos metilo disminuyeron
cuando D1 se varié de 1 segundo a 5 segundos debido a que la mejora del Overhauser nuclear no se elimind
completamente hasta que el D1 fue mas largo que 5 segundos. Las integrales para los otros carbonos en el anillo de
azucar tuvieron un comportamiento similar al de los grupos metilo, es decir, disminuyeron en intensidad hasta un D1
de 5 segundos y se nivelaron con valores D1 mas largos. Las integrales para los carbonos anoméricos no cambiaron
significativamente con D1, Segun estos datos, el minimo de D1 para la relajacion completa de los carbonilos es de 5
segundos. Todos los espectros de RMN de carbono de los candidatos de fucoidano se adquirieron con un tiempo de
retardo de 5 segundos para obtener los datos cuantitativos.

[0170] Los espectros de '3C se integraron en los intervalos que se muestran en la Figura 10. Se observaron grupos
carbonilo del alginato en & 170-185 ppm, los picos anoméricos se observaron en & 88-112 ppm, los otros carbonos en
el anillo de azucar fueron observados a & 55 - 88 ppm, y el grupo metilo de la fucosa se observé a & 9-20 ppm. El
contenido de alginato (% mol de polinacarido alginato/mol) se calcul6 basandose en el hecho de que la molécula de
alginato contiene un residuo carbonilo por sacarido, mientras que cada residuo de azucar, de cualquier monosacarido,
tiene un carbono anomérico. Por lo tanto:

| carbonilos

CY%alginato =
J anoméricos

x 100% Ec. [1]

cuando [ carbonilos = integral de grupos de carbonilo; [ anoméricos = integral de la regién anomérica.

El contenido de fucosa (% mol fucosa/mol fucoidano) se calculé basandose en el hecho de que hay un grupo metilo
por residuo de fucosa, excluyendo la contribucién de la impureza de alginato al polisacarido total. Por lo tanto:

fucosa _ | metilos "
C% = Tanoméncos | carbomios < 100% Ec.[2]

cuando [ metilos = integral de grupos de metilos.
Algunas muestras de fucoidano tenian un contenido de alginato insignificante (<10%) y, para esas muestras, la
ecuacion 2 se simplifico a:
copfucosa - LM _ 4609, Ec. [3]

[ anoméricos

[0171] Los contenidos de alginato y fucosa se enumeran en la Tabla 10, L.j. y E.m. fucoidanos contenian cantidades
relativamente altas de alginato, mientras que U.p. y F.v. fucoidanos solo contenian pequefias cantidades. F.v.
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fucoidano contenia casi en su totalidad fucosa. L.j. y U.p. fucoidano contenian 55-59% de fucosa, y E.m. fucoidano
contenia solo 39% de fucosa. Una comparacion de los contenidos de fucosa de Cl y RMN (Tabla 9 y Tabla 10)
estuvieron generalmente de acuerdo. La cromatografia iénica y la RMN difieren en que la Cl depende de la hidrdlisis
de los polisacaridos para producir los monémeros, mientras que la solucion RMN observa los polisacaridos intactos
que estan completamente disueltos.

Tabla 10. Contenido de alginato y fucosa basado en el analisis de '*C-RMN

L.j. U.p. E.m. F.v. Fucoidano
Fucoidano Fucoidano Fucoidano | |ote 1 Lote 2 | Lote 3
Contenido de alginato 28 2 25 7 6 5
(%)
Contenido de fucosa (%) 55 59¢ 39° 83° 86° 83c
a, calculado utilizando Ec [1]; b, calculado utilizando Ec [2]; ¢, calculado utilizando Ec [3]

Cargar el fraccionamiento separado para determinar la densidad de carga y el grado de sulfatacién

[0172] Las muestras de fucoidano se fraccionaron usando cromatografia de intercambio i6nico como se describe
anteriormente. Se recogieron seis fracciones (C1-C6) de la columna DEAE. Tanto la densidad de carga como el grado
de sulfatacion se determinaron independientemente. El grado de sulfatacion se calcul6 a partir del contenido de azufre
medido por valoracién colorimétrica.

[0173] EI grado de sulfatacion de las fracciones eluidas fue consistente con el orden de elucion, (Tabla 11) donde
cuanto mayor sea el grado de sulfatacion, mas tarde se eluyo la fraccion. El analisis de monosacaridos reveld que las
composiciones de azucar de estas fracciones también eran diferentes entre si. La fraccién C1 contiene altos niveles
de xilosa (44%) y manosa (17%), niveles relativamente bajos de fucosa (aproximadamente 34%) y pequefas
cantidades de otros azucares. La fraccion C2 contiene aumento de fucosa (alrededor del 60%), baja en xilosa
(alrededor del 18%) y manosa (alrededor del 7%) y tiene el mayor contenido de galactosa (16%). Las fracciones C3-
C6 tienen contenidos de fucosa en aumento que van del 78% al 94%, disminuyendo el contenido de galactosa en el
rango de 14% a 6% y cantidades insignificantes de xilosa y manosa. Sin embargo, a diferencia de la densidad de
carga, el grado de sulfatacion y la composicion del azucar, el promedio molecular de las NASP en las fracciones C2-
C6 es similar y varia de aproximadamente 100 a aproximadamente 160 kDa. El peso molecular promedio de las NASP
en la fraccion C1 fue de aproximadamente 280 kDa.
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Fraccionamiento separado por tamaro para determinar tamafio y grado de polimerizacién.

[0174] Los fucoidanos fraccionados por tamafio se prepararon a partir de F.v. fucoidano por ultrafiltracion. Se
produjeron y estudiaron fracciones separadas de seis tamafos. Los pesos moleculares de cada fraccion se
determinaron con SEC-MALLS y se resumen en la Tabla 12. Los cromatogramas de indice de refraccion superpuestos
de las fracciones separadas por tamafio se muestran en la Figura 12. El peso molecular de las fracciones varié de
aproximadamente 8 kD a aproximadamente 170 kD. Los espectros de RMN (Figura 13) de seis fracciones S1-S6 se
obtuvieron y demostraron propiedades estructurales similares. Utilizando el peso molecular, el contenido de azufre y
la composicion del azicar, los grados de polimerizacion (es decir, la longitud de la cadena de azucar) se calcularon y
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se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Peso molecular y grado de sulfatacion del F.v. fucoidano separado por fraccionamiento separado por

tamafio
Fracciones Peso molecular (kDa) Grado de polimerizacion
S1 174 840
S2 124 590
S3 40 200
S4 15 70
S5 10 50
S6 8 40

Elucidacion de la estructura de NASP utilizando 2-D y 3-D RMN

[0175] Se adquirieron espectros de RMN de una y dos dimensiones en las fracciones separadas por carga descritas
anteriormente para dilucidar la estructura molecular. En todas las fracciones separadas por carga, excepto para C6,
hubo un solapamiento significativo de picos en los espectros de 1D y 2D RMN, lo que indica una mezcla de
subestructuras, lo que excluyo la asignacion de picos especificos y la elucidacion de estructuras discretas.

[0176] La estructura de la fraccion C6 se aclaré. La fraccion C6 obtenida como se describié anteriormente fue asignada
por 2-D COSY (Figura 14A) y espectros HSQC (Figura 14B). Las etiquetas "C" y "H" se usan para indicar el atomo en
la estructura NASP, un superindice A o B se usa para indicar el tipo de residuo de fucosa y un nimero de subindice
para indicar la posicion en el residuo de monosacarido. EI HSQC-TOCSY tridimensional también se utilizé para aclarar
las asignaciones de picos (Figura 15). La fraccion C6 incluia al menos dos tipos de residuos de fucosa, A y B. Los
cambios quimicos, que fueron calibrados por el estandar interno TMSP, se enumeran en la Tabla 13. Los cambios
quimicos de AH4 y AC4 son 4,60 ppm y 83,9 ppm, respectivamente. Estos cambios quimicos relativamente altos indican
O-sulfatacién en el hidroxilo en AC4. Los desplazamientos quimicos de otras posiciones son relativamente bajos, lo
que indica que no hay sustituciones. Por lo tanto, los residuos A son residuos de fucosa 4-O-sulfatados terminales.
Tanto BH, como BC, también tienen grandes desplazamientos quimicos similares a los de la posicion 4 en el residuo
A, lo que indica una sulfatacion en la posicion 4 del residuo B. El cambio quimico de BCj; tiene un valor de 78,8 ppm,
mientras que el del BH; correspondiente tiene un valor de 4,03 ppm. Estos cambios quimicos indican que la posicion
3 es la posicidon de enlace. Por lo tanto, se determina que los residuos B son residuos de fucosa 4-O-sulfatada con
enlaces a-1-3. Las estructuras quimicas de los residuos A y B se muestran en la Figura 16. Los picos cruzados del
residuo A en el espectro de HSQC son relativamente intensos, lo que indica una abundancia de residuos A en esta
fraccion. Dado que A es un residuo terminal, la fraccion C6 contiene un polisacarido altamente ramificado con un
esqueleto de residuos B conectados a ramas compuestas de residuos A. La relaciéon de residuos B a residuos A es
aproximadamente 1,4, lo que indica que aproximadamente uno de cada 1,4 B residuos tiene una rama con un residuo
A.

[0177] La estructura de la fraccion C6 también fue asignada por HMBC (Figura 17). Como se muestra en la Figura 17,
no se observd una correlacion inequivoca entre los residuos A y los residuos B a través del oxigeno en los enlaces
glicosidicos. Los cambios quimicos de protones y carbono de la posicion 1 en estos dos residuos estan cerca uno del
otro. El pico cruzado etiquetado como BCs - “BH4 en la Figura 16 es la correlacion entre BC; y BH4 o la correlacion entre
BCs y AH4, ambos pares de los cuales estan separados por 3 enlaces. El patron de ramificacion se determind que la
mayoria de los residuos A y B no estan directamente vinculados entre si, y la mayoria de los residuos B no forman
parte de la cadena ramificada. Por lo tanto, se determind que la estructura principal de esta fraccién era un polifucano
con enlaces a-1-3, 4-O-sulfatado y altamente ramificado, en el que la mayoria de las ramas son fucosa 4-O-sulfatada
en 2 0 4 posiciones.
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos de residuos en la estructura de NASPs en la fraccion C6.

Posicion 1 | Posicion 2 | Posicion 3 | Posicion4 | Posicion 5 | Posicion 6
Residuos Desplazamientos quimicos de proton (ppm)
A 5,11 3,75 4,00 4,60 4,49 1,24
B 5,10 3,83 4,03 4,76 4,491 1,27
Desplazamientos quimicos de carb6n (ppm)
A 100,4 71,6 71,7 83,9 69,5 18,6
B 100,9 70,1 78,8 82,5 69,5 18,6

Desulfatacion y sobresulfatacion de NASPs

[0178] Los fucoidanos fueron desulfatados y sobresulfatados usando el método descrito anteriormente. Los espectros
de 'H RMN de fucoidanos modificados quimicamente se muestran en la Figura 18. Los espectros de 'H RMN de
fucoidanos sobresulfatados (OSF) se muestran en la parte superior de la Figura 3, La muestra 1 de fucoidano
sobresulfatada (OSF 1) se prepar6 con una alta cantidad de reactivo de sulfatacién y la muestra 2 de fuocidan sobre
sulfatada (OSF 2) se prepar6 con una baja cantidad de reactivo de sulfatacion. Los espectros de '"H RMN de fucoidanos
desulfatados (DSF) se muestran en la parte inferior de la Figura 18. La muestra 1 de fucoidano desulfatado (DSF 1)
se sometié a 1 hora de reaccion de desulfatacion. La muestra 2 de fucoidano desulfatado (DSF2) se sometio a 2 horas
de reaccion de desulfatacion. También se analizé6 una muestra de fucoidano no modificado y en la Figura 18 se muestra
la '"H RMN para el fucoidano no modificado como referencia.

[0179] Una comparacion de los espectros revela que la mayoria de los picos en el rango de 3,2 a 5,9 ppm cambiaron
gradualmente de alta a baja frecuencia, lo que implica que el grado de sulfatacion sigue una tendencia decreciente. El
grado de sulfatacion calculado en base a las mediciones de azufre de estos fucoidanos modificados quimicamente se
enumeran en la Tabla 14 y fueron consistentes con los resultados del analisis de RMN.

Tabla 14. Grado de sulfatacion y grado de polimerizacién de F.v. Fucoidano sobresulfatado y desulfatado

Muestra Grado de de sulfatacion Peso([?gelgcular poﬁ;r;aec:ic;ggén
Fucoidano sobresulfatado 1 1,34 65 230
Fucoidano sobresulfatado 2 1,03 55 220

Fucoidano no modificado 0,63 51 240
Fucoidano desulfatado 1 0,50 24 120
Fucoidano desulfatado 2 0,37 15 80

[0180] El peso molecular y el grado de polimerizacion también se determinaron y se enumeraron en la Tabla 14. Los
resultados indicaron que se produjo una despolimerizacion con desulfatacion, y el cambio en el grado de
despolimerizacion depende del tiempo de reaccion. Por otro lado, el grado de polimerizacién de los fucoidanos sobre
sulfatados es similar al del fucoidano no modificado, lo que indica que no se produce despolimerizacién durante la
sobresulfatacion. El cambio en el peso molecular es el resultado de la adiciéon de grupos sulfato.

Ejemplo 3
Composiciéon quimica

[0181] EI contenido de azufre también se uso para caracterizar los fucoidanos ensayados. L.j. y E.m. mostraron un
bajo contenido de azufre, pero los contenidos cuantificados de bajo contenido de azufre se vieron parcialmente
afectados por un alto contenido de alginato y, por lo tanto, puede no ser una indicacién completa de un bajo contenido
de azufre en los fucoidanos. Por ejemplo, el contenido de azufre de L.j. fucoidano se ajusté de 5,8 a 8,5% en peso
después de que se excluyo el alginato (en la Tabla 5 se muestran otros S% ajustados).

[0182] Las impurezas en la composicion de NASP pueden afectar la actividad de coagulacion de NASP, aumentar la
posibilidad de toxicidad y afectar el control de calidad en el procesamiento. Asi, se analizaron las impurezas organicas
€ inorganicas.

[0183] Los polisacaridos no NASP se extraen conjuntamente con fucoidanos en algas pardas, tales como alginato y
laminaran. El alginato estd compuesto de acido manurénico y gulurénico con enlaces 1-4 y no es ni pro ni
anticoagulante en el rango de concentracion relevante para los fucoidanos ensayados. Los grupos carbonilo del
alginato observados en los espectros '*C-RMN se integraron los espectros y se calcularon los contenidos de alginato.
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Tabla 15. Andlisis elemental con PIC.

El contenido de alginato también se puede cuantificar mediante un ensayo especifico del acido urénico, el ensayo de
carbazol. Laminaran esta compuesto de glucosa con enlaces 1-3 y 1-6. La glucosa determinada por el andlisis de la
composicién de monosacaridos (Tabla 9) indicé la presencia de laminaran. El contenido de glucosa de los fucoidanos
analizados fue pequeno y, por lo tanto, el contenido de laminaran fue insignificante en los fucoidanos analizados.

[0184] El andlisis elemental para el contenido de proteina de nitrégeno indicado. Todos estos fucoidanos contenian
pequerias cantidades de proteinas (N < 0,12%).

[0185] Otras impurezas organicas podrian provenir del proceso de fabricacion, tales como acido acético, glicerol, etc.
Se usé 'H-RMN unidimensional con 2D ('H-'H y 'H-'3C) RMN para ensayar el acido acético y el glicerol.

[0186] La Tabla 15 muestra el analisis elemental de muestras seleccionadas de fucoidano. Como se muestra en la
Tabla 15, las impurezas inorganicas solo se detectaron en cantidades traza.

Especies/Lotes L. Up. E.m. F.v. Fucoidano
Fucoidano | Fucoidano Fucoidano Lote 1 Lote 2 Lote 3
Ag <0,1 <0,1 3,8 0,2 <0,1 <0,1
Al 17 74 743 16 13 5,12
As <0,1 <0,1 0,9 0,1 <0,1 <0,1
B <2,8 3,22 4,72 <2,8 <2,8 <2,8
Ba 37 2,22 8,72 4,72 2,72 3,02
Be <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Bi <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ca wt% 1,8 0,1 0,9 0,2 0,1 0,1
Cd <0,1 <0,1 0,8 <0,1 <0,1 <0,1
Co <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Cu <0,2 0,3 12,7 0,8 1,2 1,3
Fe 45 100 181 48 15 10
Ge <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Hg <0,1 <0,1 0,4 <0,1 <0,1 <0,1
Li <0,1 0,2 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Mg 901 1783 3848 1703 61 70
Mn 0,3 3,3 8,4 11,4 1,2 1,2
Mo 0,4 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Na wt% 7,5 7,0 6,9 6,3 6,9 7,2
Ni 1,6 0,3 1,9 0,7 0,4 0,3
P 30 227 763 202 <26 122
Pb <0,1 0,2 1,3 0,2 <0,1 <0,1
S wt% 5,8 10 6,0 8,7 9,1 9,9
S tedrico wi% de 8,5 10,2 8,4 9,5 98 | 105
Sb <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Se <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Si 13 46 1238 140 275 80
Sn <0,2 4,2 0,3 0,2 <0,2 0,3
Sr 344 103 168 226 177 194
Ti 14 <6,7 11 <6,7 <6,7 <6,7
Zn 1,42 6,42 23 5a 1,82 1,82

a, indica un valor de lectura entre el LQD y el estandar més bajo; b, el % en peso tedrico se calculd a
partir del % en peso, el contenido de alginato en la Tabla 10 y la composicién de monosacaridos en la
Tabla 9.

Andlisis elemental
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[0187] Se analizaron treinta elementos utilizando ICP (Tablas 15 y 16). El contenido de azufre de los fucoidanos
seleccionados vari6 de 5,8% (% en peso) para L.j. a 10% (% en peso) para U.p. fucoidano. El sodio, que correspondio
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al contraién primario, oscil6 entre 6,3y 7,5% en peso, mientras que también se observaron menores cantidades de
calcio y magnesio: 1,8 y < 0,1% en peso para L.j.; 0,9y < 0,4% en peso para E.m.; y < 0,2% para otros fucoidanos,
respectivamente. El arsénico es una toxina de interés para los fucoidanos de origen algas. Solo se detectaron trazas
de As, en las que el valor mas alto fue de 0,9 mg/g en E.m.; y otros fucoidanos contenian < 0,1 mg/g. La concentracion
de los otros elementos determinados varié de < 0,00001% (0,1 mg/g) a 0,13%.

Tabla 16. Analisis elemental de As, Ca Me, Na S y % en peso tedrico.

Especies/Lotes L.j. U.p. E.m. F.v. Fucoidano
Fucoidano | fucoidano | Fucoidano Lote 1 Lote 2 Lote 3
As (ug/g) <0,1 <0,1 0,9 0,1 <0,1 <0,1
Ca % en peso 1,8 0,1 0,9 0,2 0,1 0,1
Mg (ng/g) 901 1783 3848 1703 61 70
Na% en peso 75 7,0 6,9 6,3 6,9 7,2
S% en peso 5,8 10 6,0 8,7 8,7 9,9
S ajustado % 8,5 10,2 8,4 9,5 9,5 10,5
en peso de
fucoidano @
a, el S % en peso tedrico se calculd a partir del% en peso, el contenido de alginato en la Tabla 4 y la
composicion de monosacaridos en la Tabla 3,

Titulacién colorimétrica

[0188] Los contenidos de azufre de la titulacion colorimétrica (Tabla 17) fueron consistentes con los de ICP. Los
contenidos de carbono e hidrégeno fueron similares entre todas las fracciones. Un mayor contenido de nitrégeno, se
observo un 0,6% en peso en E.m. y un < 0,1% de nitrégeno se observé en todos los demas fucoidanos, lo que implica
que E.m. fucoidano contenia mayores cantidades de proteinas.

Tabla 17. Analisis elemental con analizador CNH vy titulacién colométrica.

Area Lj. U.p. E.m. F.v. Fucoidano

relativa (%) Fucoidano fucoidano Fucoidano Lote 1 Lote 2 Lote 3
C% 27,8 23,4 27,8 25,3 26,2 26,4
H % 4.7 4.6 4.8 4,9 4.7 4.8
N % <0,05 <0,05 0,6 <0,05 0,1 0,07
S % 3,4 9,6 5,0 8,1 8,9 9,2

Ejemplo 4

Cribado de una pluralidad de composiciones de NASP (Fucoidano)

[0189] Se selecciondé una pluralidad de composiciones de fucoidano evaluando actividades de coagulacion,
composiciones quimicas y estructura molecular de NASP para identificar si una o mas de las composiciones de
fucoidano pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacion de la sangre. En la
seleccion de las composiciones de fucoidano, cada una de las actividades de coagulacion determinadas,
composiciones quimicas y estructura molecular NASP como se describe en los Ejemplos 1-3 se compararon y
clasificaron de la manera descrita anteriormente. Dado que cada categoria contribuye a una clasificacion acumulativa
total, un (1) indico el rango mas bajo posible y (4) fue el rango mas alto en este ejemplo. Se consideraron numerosos
factores: actividad procoagulante, actividad anticoagulante, tamafio molecular, polidispersidad, heterogeneidad
estructural e impurezas. El puntaje para cada categoria para los seis NASP seleccionados se muestra en la Tabla 18,

[0190] En este ejemplo, a la actividad se le dio la mayor prioridad para el cribado de las composiciones de NASP. La
heterogeneidad estructural y las impurezas se evaluaron para identificar composiciones de NASP que serian faciles
para el control de calidad y la fabricacion.

[0191] Las actividades procoagulantes y anticoagulantes, la proporcién de estas dos actividades y la activacion por
contacto se compararon y clasificaron como se muestra en la Tabla 18. La activacion de la via de contacto se clasificd
de (1) a (2), donde (1) indica la concentracion mas baja para activar la via de contacto. Basandose en esta
comparacion, el candidato con la actividad mas alta y la ventana terapéutica mas amplia (es decir, F.v. fucoidano) se
identific6 como adecuado para tratar a un sujeto con un trastorno de coagulacion de la sangre.
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[0192] Los fucoidanos de mayor peso molecular tienen menor solubilidad y biodisponibilidad reducida. Por lo tanto, a
los fucoidanos de mayor peso molecular (E.m- y U.p. fucoidanos) se les asigné una clasificacion mas baja en
comparacion con los fucoidanos de menor peso molecular (L.j. y F.v. fucoidanos). La alta polidispersidad y la
heterogeneidad estructural pueden dificultar el control de calidad y complicar los estudios de biodisponibilidad y
farmacocinética. Por lo tanto, los fucoidanos que tienen mayor polidisciencia y heterogeneidad obtuvieron
clasificaciones mas bajas.

[0193] Por ejemplo, segun el grado de complejidad de las regiones anémeras y las otras regiones de carbono en los
espectros de '*C-RMN (como se muestra, por ejemplo, en la Figura 6), el orden de heterogeneidad se clasifico
aproximadamente de (1) a (4), donde (1) es la mayor heterogeneidad. La heterogeneidad ensayada por '*C-RMN
reflejé no solo las composiciones de azucar, que coincidian con los resultados de Cl, sino también los complejos
patrones de sulfatacion y los vinculos entre los diferentes fucoidanos. L.j. fucoidano tuvo la mayor heterogeneidad y,
por lo tanto, se le asigné una clasificacion (1). F.v. Fucoidano tuvo la menor heterogeneidad y, por lo tanto, se le asigno
una clasificacion (4) en este ejemplo.

[0194] En este ejemplo, solo se clasificd la impureza de alginato, ya que todas las demas impurezas fueron
insignificantes o no se detectaron. E.m. y L.j. fucoidano mostraron la mayor cantidad de alginato, mientras que U.p. y
F.v. fucoidanos mostraron la menor cantidad de alginato.

[0195] Después de clasificar cada categoria, que se muestra en la Tabla 18, se calcul6 la clasificacion acumulativa
total y se selecciond el fucoidano que tenia la clasificaciéon acumulada mas alta (es decir, F.v. fucoidanos) como
adecuado para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién de la sangre.

Tabla 18. Seleccion de una pluralidad de composiciones de NASP (fucoidano)

Especies/Lotes L.j. U.p. E.m. F.v. Fucoidano
Fucoidano | fucoidano | Fucoidano | Lote 1 Lote 2 | Lote 3
Actividad procoagulante @ (3) (2) (1) 3) (3) (3)
Anticoagulante® (2) 1) (3) (2) (2) (2)
Ratio® (2) (1) (1) (3) (2) (3)
Acto de via de contacto? (1) (2) (1) (2) (2) (2)
Mw © (3) (2) (1) (3) (3) (3)
Composicion de monosacaridos f (1) (3) (2) (4) (4) (4)
Heterogeneidad ensayada por ) (3) (2) (4) (4) (4)
RMN ¢

Impureza de alginato " (1) (2) (1) (2) (2) (3)
Suma’ (14) (16) (12) (23) (22) (23)

a. Las actividades procoagulantes se clasificaron en un rango pequefio de (1) a (3), donde (1) indica
la mayor concentracion de CEso;

b. Las actividades anticoagulantes se clasificaron de (1) a (3), donde (1) indica la concentracion mas
baja para aumentar el 50% del tiempo de coagulacion;

c. La proporcion de actividades pro y anticoagulantes se clasifico de (1) a (3), donde (1) indica la
proporciéon mas baja;

d. Las activaciones de la ruta de contacto se clasificaron de (1) a (2), donde (1) indica la concentracion
mas baja para activar la ruta.

e. Orden de MW clasificado de (1) a (3), donde (1) indica el MW mas alto;

f. Basandose en las composiciones de monosacaridos enumeradas en la Tabla 3, su complejidad se
clasifico de (1) a (4), donde (1) es la mas compleja;

g. Segun el grado de complejidad de los anoméricos y la recuperacion de otros carbonos en los
espectros de '*C-RMN. El orden de heterogeneidad se clasifico aproximadamente de (1) a (4), donde
(1) es la heterogeneidad mas alta;

h. Segun los datos de la Tabla 4, el contenido de alginato se clasifico de (1) a (2), donde (1) es >10%
y (2) <10%;

i. La suma de las clasificaciones para cada candidato, los fucoidanos de puntuaciéon mas alta (es decir,
F.v. fucoidanos) se seleccionaron como adecuados para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de
coagulacioén de la sangre.

[0196] Todos los ejemplos y el lenguaje condicional aqui citado estan principalmente destinados a ayudar al lector a
comprender los principios de la invencion y los conceptos aportados por los inventores para promover la técnica, y se
debe interpretar que no estan limitados a tales ejemplos especificamente citados. Y condiciones. Ademas, todas las
declaraciones en el presente documento que recitan los principios, aspectos y realizaciones de la invencion, asi como
sus ejemplos especificos, pretenden abarcar tanto los equivalentes estructurales como los funcionales de la misma.
Ademas, se pretende que dichos equivalentes incluyan tanto los equivalentes actualmente conocidos como los
equivalentes desarrollados en el futuro, es decir, cualquier elemento desarrollado que realice la misma funcién,
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independientemente de la estructura. El alcance de la presente invencion, por lo tanto, no pretende limitarse a las
realizaciones mostradas y descritas en este documento. Mas bien, el alcance de la presente invencion se materializa
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en las reivindicaciones adjuntas.

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737025 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar o seleccionar una pluralidad de composiciones que comprenden un NASP (polisacarido
sulfatado no anticoagulante) para identificar una composicion que sea adecuada para tratar a un sujeto que tenga un
trastorno de coagulacion de la sangre, comprendiendo el método:

determinar las caracteristicas de:

la actividad de coagulacién y composicion quimica de cada composicion;

la estructura molecular de cada NASP;

en donde dicha determinacién de la actividad de coagulacion comprende evaluar la CEsg para la actividad
procoagulante de la composicion mediante trombografia automatizada calibrada (CAT), la ventana
procoagulante de la composicion, y calcular la relacion de la actividad procoagulante a la actividad
anticoagulante de la composicion;

en donde dicha determinacién de la estructura molecular comprende determinar el peso molecular de la
NASP, el porcentaje en peso de azufre de la NASP y el contenido de fucosa y alginato de la NASP; y

en donde dicha determinacidon de la composicion quimica comprende determinar los componentes
elementales de la composicion, y en donde dicha determinacion de los componentes elementales de la
composicion comprende determinar el contenido de impureza de la composicién;

en donde dicho método comprende ademas comparar las caracteristicas determinadas de la pluralidad de
composiciones que comprenden un NASP;

en donde dicho método comprende ademas determinar que una o mas de la pluralidad de composiciones
pueden ser adecuadas para tratar a un sujeto que tiene un trastorno de coagulacién sanguinea cuando la
composiciéon comprende:

un valor de CEsg para la actividad procoagulante de 0,3 ug/ml o menos segun lo determinado por
CAT;

una ventana procoagulante de 0,1 a 100 pg/ml;

una relacion de la actividad procoagulante a la actividad anticoagulante de la composicion que es
10 o mayor;

un peso molecular de la NASP que es de 160 kDa o menos;

un contenido de fucosa de la NASP que es 60% de fucosa o mayor;

un contenido de alginato de la NASP que es un 10% de alginato o menos;

un porcentaje en peso de azufre de la NASP que es 8% de azufre en peso o mayor; y

un porcentaje en peso de impurezas en la composicion que es 0,1% de impurezas en peso 0 menos.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que determinar la actividad de coagulacion de la composicion comprende
ademas evaluar la actividad inhibidora de TFPI de la NASP.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que determinar la actividad de coagulacion de la composicion comprende
ademas determinar el efecto de la composicién sobre la activaciéon de la via de contacto.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que determinar la estructura molecular de la NASP comprende ademas uno
0 mas de:

determinar la polidispersidad de la NASP;

medir el contenido de alginato y contenido de fucosa de la NASP por '*C RMN cuantitativa; y
determinar la configuracion del enlace glicosidico de la NASP.
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Pasol: | Determinar actividad coagulante I

| !

P 2. Determinar composicion quimica Determinar estructura molecular
aso i de la composicion NASP de NASP

Identificar una 0 mas composiciones
NASP que pueden ser adecuadas
Paso 3: para el tratamiento de un sujeto que
tenga un trastorno de coagulacion
de la sangre

Figura la
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Paso1l: Determinar composicion quimica Determinar estructura molecular
de la composicion NASP de NASP

Paso 2:

Determinar actividad coagulante

A

Identificar una 0 mas composiciones
NASP que pueden ser adecuadas
Paso3: para el tratamiento de un sujeto que
tenga un trastorno de coagulacion
de la sangre

Figura 1b
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Generacion de trombina dependiente de concentracion

(uw) owxew odwayy

8

2 8 8 2

’ ]

!

8

-

2b)

55

8 8 8 8 R °

-

(Wu) ewixew euiquiosy

(ujw) owxew odwayy

2 3 8 ®

100
U.p. Baxup01 (ug/mL)

10

0,1

0,01

w

=T .

A
gy

120

<
N

o o
o o
-

8 ¢ ®

() ewixew euquiosy

100

10
L.j. Baxljo1 (ug/mL)

0,1

0,01

w
w

(ujw) owxew odwayy

w

]

-

55

e w w L
o~ -

T o
g8 8 8 % 8

(Wu) ewixew eujquiosy

2d)

w
-

o

w

(=]
o~
-

(ujw) owxew odwayy
o

3 8§ ®
mp
g2 88 ¢ 8

(Wu) ewixew euiquiosy

~
2
(o}

0,1

0,01

100

10
F.v. Baxfv01 (ug/mL)

0,1

0,01

E.m. Baxem01 (pg/mL)

Figura2

46



ES 2737025 T3

Actividad anticoagulante de composiciones de NASP por ensayo de
tiempo de tromboplasina parcial activada
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Figura 3
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Activacion de la via de contacto
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.z

Activacion de la via de contacto
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Activacion de la via de contacto
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Generacion de trombina dependiente de concentracién
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Generacion de trombina dependiente de concentracion
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Tiempo de coagulacion (s)
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Inhibicién de inhibidor de via de factor de tejido
tiempo de protrombina de dilucién (dPT)
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Figura 7
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Electroforesis de gel de agarosa
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Andlisis de monosacérido por cromatografia de i6nica
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Estructura molecular por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de **carbon

Figura 10
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Estructura molecular por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de **carbon
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Superposicion de indice refractivo de cromatografia de exclusion de tamaiio
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Espectros 'H y >C RMN superpuestos de fracciones separadas por tamafio de F.v. fucoidano.
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Espectroscopio 2-D RMN COSY y HSQC RMN
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Espectroscopio 2-D RMN COSY y HSQC RMN
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Espectroscopio 3-D HSQC-TOCSY RMN
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Configuracién de sulfatacion y enlace glicosidico
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Figura 16
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Espectroscopio 2-D HMBC RMN
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Espectroscopio de *H-RMN de NASPs sobresulfatados y desulfatados
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