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“PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BETA-GLUCANO SOLUVEL, E,
COMPOSICAO”
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Este pedido reivindica o beneficio do U.S. de N° Serial 60/
813. 971, intitulado PREPARACOES DE GLUCANO, depositado em 15 de
Junho de 2006.

A presente invengdo refere-se a composigdes, que incluem -
glucano. De um modo mais particular, a presente invengdo refere-se a
composi¢des de B-glucano soliveis e a seu uso na mobilizagdo de célula
tronco.

Os glucanos s3o geralmente descritos como polimeros de
glicose e sdo derivados de levedura, bactérias, fungos e plantas, tais que a
aveia e a cevada. Os glucanos, que contém uma espinha dorsal glucopiranose
ligada por B (1-3) sdo conhecidos como tendo atividade bioldgica, eles sendo
conhecidos, de um modo geral, como sendo capazes de modular o sistema
imune e mais recentemente como induzindo o tronco hematopoiético e a
mobilizac¢éo da célula progenitora (HSPC).

O tratamento de varios canceres envolve, de um modo
crescente, a terapia citorredutora, que inclui quimioterapia ou a radiagdo em
alta dosagem. Estas terapias reduzem as contagens de células sangiiineas
brancas do paciente, suprimem a atividade hematopoiética da medula 6ssea, e
aumentam o seu risco de infe¢do e/ou de hemorragia. Como um resultado, os
pacientes, que sdo submetidos a terapia citorredutora, precisam também
receber terapia para reconstituir a fun¢do da medula 6ssea (hematopoiese).

A despeito de avangos em técnicas e na mobilizagdo da célula
tronco, até 20-25% dos pacientes exibem uma fraca mobilizagdo e ndo sdo
capazes de prosseguir com o auto — transplante. O B- glucano PGG € um
polissacarideo derivado de levedura soluvel e foi verificado previamente

como capaz de induzir a mobilizagdo da célula progenitora da célula tronco
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hematopoiética.

SUMARIO DA INVENCAO

Na presente invencgdo, a levedura é cultivada, colhida e
purificada, de modo a fornecer B-glucano em particulas essencialmente livre
de compostos organicos volateis (VOCs). O B-glucano em particulas €
preparado submetendo-se as células de levedura, ou fragmentos das mesmas,
a uma série de extragdes alcalinas de tensoativo e acidas, que removem as
impurezas da célula hospedeira.

O B-glucano em particulas, produzido através do processo
acima ou através de métodos da arte antecedente, é solubilizado em uma
solugdo 4acida, em temperatura e pressdo elevadas. O B- glucano soluvel
resultante € entdo clarificado e purificado usando a cromatografia de interagdo
hidrofobica (HIC), seguida por cromatografia de permeacgdo em gel (GPC).
Como um agente farmacéutico, o B- glucano pode ser administrado em doses
mais altas, sem aumentar, ou de fato diminuir, os efeitos colaterais ou os
eventos adversos observados.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é uma representagdo esquematica de um processo
para a produgéo de B-glucano em particulas.

A Figura 2 é uma representagdo esquematica de um processo
para a produgédo de - glucano soluvel.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

B-glucano em particulas

A Figura 1 € uma revisdo do método 10, que inclui os estagios
12-22, para a produgdo de B- glucano insoluvel, ou em forma de particulas, a
partir de levedura. No estagio 12, é desenvolvida uma cultura de levedura, de
um modo tipico em um frasco agitado ou em um fermentador. A cepa de
levedura utilizada para a presente invengdo pode ser qualquer cepa, exemplos

das quais incluem Saccharomyces (S.) cerevisiae, S. delbrueckii, S. rosei, S.
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estagios para a ruptura ou a fragmentagdo das células de levedura podem ser
executados. Quaisquer métodos quimicos, enzimaticos ou mecénicos
conhecidos, ou combinag¢do dos mesmos, pode ser usado para a ruptura ou a
fragmentacgdo das células de levedura.

No estagio 14, sdo colhidas as células de levedura, que contém
o B-glucano. Quando da produ¢do do B-glucano em massa, as células de
levedura sido colhidas, de um modo tipico, usando a centrifuga¢do em fluxo
continuo.

O estiagio 16 representa a extragdo inicial das células de
levedura utilizado um ou mais de uma solugdo alcalina, um tensoativo, ou
uma combinagdo dos mesmos. Uma solugdo alcalina adequada ¢é, por
exemplo, NaOH), 1 M — 5 M. Os tensoativos adequados incluem, por
exemplo, octiltioglicosideo, Lubrol PX, Triton X-100, lauril sulfato de sodio
(SDS), Nonidet P- 40, Tween 20 e os similares. Tensoativos ibnicos
(anidnico, catidnico, anfotérico), (por exemplo, sulfonatos de alquila, cloretos
de benzalconio, e os similares) e tensoativos ndo-idnicos (por exempo, Oleos
de ricino hidrogenados com polioxietileno, ésteres de &cido graxo de
polioxietileno sorbitol, ésteres de acido graxo de polioxietileno sorbitano,
ésteres de acido graxo de polioxietileno glicerol, ésteres de acido graxo de
polietileno glicol, éteres alquil fenilicos de polioxietileno, e os similares)
podem ser também usados. A concentragdo de tensoativo ira variar, em parte,
dependendo de que tensoativo é usado. O material de célula de levedura pode
ser extraido uma ou mais vezes.

As extra¢les sdo executadas, de um modo usual, em
temperaturas de entre cerca de 70°C e cerca de 90°C. Dependendo da
temperatura, dos reagentes usados e de suas concentragdes, a duragdo de uma
tal extragdo esta entre cerca de 30 minutos e cerca de 3 horas.

Apos cada extragdo, a fase sdlida contendo o B-glucano é

coletada usando centrifugacdo ou centrifugagdo de fluxo continuo, e
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novamente suspensa para o estdgio subseqiiente. As substincias
contaminantes solubilizadas s3o removidas na fase liquida durante as
centrifugac¢des, enquanto que o - glucano permanece insoliivel no material
da parede celular.

Em uma modalidade, sdo executadas quatro extragbes. Na
primeira extragdo, as células de levedura colhidas sdo misturadas com NaOH
1,0 M e aquecida a 90°C, durante aproximadamente 60 minutos. A segunda
extragdo € uma extragdo de tensoativo /alcalina, pelo que o material insoluvel
¢ novamente suspenso em NaOH 0,1 M e cerca de 0,5% a 0, 6% de Triton X-
100 e aquecido a 90°C durante aproximadamente 120 minutos. A terceira
extragdo € similar a segunda extragdo, exceto pelo fato de que a concentragdo
de Triton X- 100 é de cerca de 0,05 %, e a duragdo € encurtada para cerca de
60 minutos. Na quarta extra¢do, o material insoluvel € novamente suspenso
em cerca de 0,5% de Triton - X 100 e € aquecido a 75°C durante
aproximadamente 60 minutos.

As extragdes de tensoativo e/ ou alcalino solubilizam e
removem alguns dos materiais da célula de levedura estranhos. A solugdo
alcalina hidrolisa proteinas, acidos nucléicos, mananos, e lipideos. O
tensoativo melhora a remocgdo de lipideos e de outras impurezas hidrofobicas,
0 que proporciona uma vantagem adicional, fornecendo um produto [3-
glucano aperfeigoado.

Os procedimentos de purificagdo prévios resultaram em um (3-
glucano contendo quantidades diminutas de compostos orgénicos volateis
(VOCs). Estudos prévios demonstraram que os VOCs sé@o produzidos através
da liberacdo da gordura como um acido graxo, que é rapidamente decomposto
em varios VOCs. Na maioria dos casos, as quantidades detectadas ndo séo
suficientes para causar dano, no entanto, ¢ um beneficio 6bvio que exista um
produto, que é administrado a seres humanos ou a outros animais, que esteja

essencialmente isento de quaisquer VOCs.
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O conteudo de gordura da levedura Saccharomyces cerevisiae,
produzida pelo crescimento aerdbico e anaerdbico, esta em uma faixa de cerca
de 3 % a cerca de 8%. O conteido de gordura varia dependendo das
condi¢gbes de crescimento da levedura. A Tabela 1 fornece uma revisdo da
composi¢do de gordura tipica da levedura Saccharomyces cerevisiae. Os
dados sdo originados a partir das referéncias que se seguem:

e Blagovic, B., J. Rpcuc, M. Meraric, K. Georgia e V. Maric,
2001. Lipid composition of brewer’s yeast. Food Technol. Biotechnl. 39: 175
—181.

e Schulze, 1995. Anaerobic physiology of Saccharomyces
cerevisiae. Ph. D Thesis, Technical University of Denmark.

e Van Der Rest, M. E., A. H. Kamming, A. Nakano, Y. Anrak,
B. Poolman, and W. N. Koning, 1005. The plasma membrane of

Saccharomyces cerevisiae: structure, function and biogeneis. Microbiol. Ver.

59:304 - 322.

TABELA 1
Blagovic e.t al. (2001) Van Der Rest et al.
. (crescimento (1995)
Acido Graxo Schulze (1995) anaerobico)
10:0 Acido céaprico 1,1%
12:0 e 12:1 o o
Acido laurico 4.8% 7.3%
14:0 e 14:1 o o
Acido Miristico 8,8% 5,1% 7,04%
16:0 Acido Palmitico 26,8% 44,2% 12,8%
16:1 o o o
Acido Palmitoléico 16,6% 16,9% 32,3%
18:0 Acido Esteérico 6,1% 13,9% 8,0%
18.1 Acido Oléico 25,7% 7,3% 28,0%
18:2 e superiores
Acido Linolénico, o o o
Acido Araquidénico 10,1% >,3% 2,4%
€ outros

inclui lipideos a 10:0 a 14:1

O material de parede celular de levedura contém, de um modo

tipico, de 10-25% de gordura, dependendo do tipo de levedura e das
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condi¢des de crescimento. Presentemente, durante o processamento do
material da parede celular de levedura em - glucano, alguma, mas néo toda a
gordura é removida através de estagios de centrifugacdo e lavagem. Deste
modo, uma preparagdo tipica pode fornecer um conteudo de gordura de 3-7%.

O processo de manufatura envolve, de um modo tipico,
estagios para a remog¢do de manoproteinas, lipideos e outros componentes
indesejaveis da parede celular da levedura. Alguns estagios chave, comuns a
este processamento, sdo varios estagios de lavagem, que empregam acido e
alcali em estagios de lavagem separados, de modo a liberar certos
componentes da parede celular. Varios dos estagios utilizam um processo de
lavagem alcalino, em que um alcali, usualmente hidréxido de sodio, €
adicionado a suspensio de parede celular liquida. Um dos propositos do alcali
¢ o de remover o lipideo através da formagdo de acidos graxos livres no
lipideo. O resultado € uma redugio do conteudo de gordura no B-glucano.

Os estagios de lavagem alcalinos usualmente empregados na
producdo de PB- glucano deixam para trads acidos graxos residuais e
triglicerideos de gordura parcialmente degradados, que possuem uma
reatividade aumentada. O resultado direto do processo de lavagem alcalino € a
libera¢do dos acidos graxos livres reativos, que se decompdem rapidamente a
varios produtos oxidativos da decomposi¢do de gordura.

Numerosos pesquisadores detalharam o fato de que as
gorduras poliinsaturadas se decompdem durante o armazenamento. Embora
um triglicerideo possa ser autoxidados na presenca de oxigénio, é mais
comum que os acidos graxos livres sejam submetidos a uma decomposi¢io
oxidativa. O estagio normal na decomposi¢gdo de um lipideo, também
conhecido como um triglicerideo, é a liberagdo do acido graxo livre a partir
do triglicerideo. Os acidos graxos livres sdo virtualmente nio existentes nos
tecidos de organismos vivos, mas a decomposi¢do ¢ comum quando o

organismo morre ou ¢ colhido para o processamento adicional, tal como
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ocorre com sementes oleosas e no fornecimento de gordura animal. (Nawar,
W. W. Capitulo 4. Lipids In: Food Chemistry. © 1985. Editor: Owen R.
Fennema. Marcel Dekker, Inc.; DePan, J. M. Capitulo 2. Lipids In: Principles
of Food Chemistry © 1985. AVI Publishing Co., Inc.). Em muitos
triglicerideos, a posi¢cdo 2 da molécula de glicerideo € ocupada por uma
gordura insaturada. No caso do tratamento alcalino de B- glucano, este € o
processo de saponificagdo bem conhecido, que consiste na liberagdo de acidos
graxos insaturados, que sdo decompostos com abaixo descrito.

O processo de oxidagdo de gordura possui varios mecanismos.
O mecanismo mais comum € a autoxidac¢do. O processo ¢ iniciado através da
remocdo de hidrogénio a partir de um composto olefinico, de modo a criar um
radical livre. A remog¢do do hidrogénio ocorre nos atomos de carbono
préoximos a liga¢do dupla na gordura. A reagdo € iniciada através de varios
fatores, que geram radical livre, tais que a luz UV, metais, oxigénio singleto,
etc.

RH — R® + H® (criagdo de um elétron de radical livre)

O segundo estagio consiste na adigdo de oxigénio, de modo a
causar a formacdo de um radical livre de perdéxi, que propaga a reacdo em
cadeia através da extragdo de hidrogénio e partir de um outro 4cido graxo
insaturado.

R*+ O, - RO;," (formagio de radical livre oxigenado reativo)

RO," + RH — ROOH + R* (ROOH ¢ o hidroperoxido reativo
que decompde os produtos de reagdo secundarios, tais que VOCs).

A reagdo em cadeia continua até que seja terminada pelos
radicais livres, que sdo combinados consigo mesmos de modo a fornecer
produtos ndo reativos.

R°*+R*>R-R

R*+ RO," — RO;R

As que se seguem sdo reagdes quimicas, que ocorrem de modo
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processado, de modo a formar um B-glucano soluvel, aquoso.

B-glucano soluvel

A Figura 2 consiste em uma revisdo do método 24, que inclui
os estagios 26-32, para a produgdo do B-glucano soluvel, aquoso. O material
de partida usado no método 24 é B-glucano em particulas, que pode ser
produzido através do método 10 ou produzido através de qualquer um de um
numero de métodos previamente usados. O material de partida - glucano em
particulas pode estar situado em uma faixa de tamanho a partir de particulas
de glucano inteiras a até particulas de tamanho submicronico.

No estagio 26, o B-glucano em particulas é submetido a um
tratamento acido sob pressdo e em temperatura elevada, de modo a produzir o
B-glucano soltvel. O B-glucano em forma de particulas, transformado em
pelotas, é novamente suspenso e misturado em um vaso de reagdo que pode
ser vedado, em uma solug¢do de tampao e levado a um pH de 3,6. Os reagentes
de tampdo sdo adicionados de tal modo que cada litro, o volume total, da
suspensdo final da mistura contenha cerca de 0,61 g de acetato de sédio, 5,24
ml de acido acético glacial e 430 g de B-glucano em particulas, transformado
em pelotas. O vaso é purgado com nitrogénio, de modo a remover o oxigénio
e aumentar a pressdo no interior do vaso de reagdo.

Em uma modalidade particular, a press@o no interior do vaso €
conduzida a 35 PSI (0,24 MPa), e a suspensdo ¢ aquecida a cerca de 135°C,
durante entre cerca de 4,5 e 5,5 horas. Foi verificado que, sob estas condigdes,
o B-glucano sera solubilizado. A medida em que a temperatura decresce a
abaixo de 135°C, a quantidade de solubilizagdo também diminui.

Deve ser notado que esta temperatura e pressdo sdo requeridas
na modalidade justo descrita. A otimizagdo de temperaturas e pressdes pode
ser requerida, se qualquer das condigdes de reagdo e/ ou reagentes for
alterada.

A pressdo e a temperatura aumentadas conferem vantagens em
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relagdo aos processos da arte anterior para a solubilizag¢do de B-glucano,
virtualmente eliminando o uso de substancias quimicas perigosas a partir do
processo. As substdncias quimicas perigosas, que eram previamente usadas,
incluem, por exemplo, os VOCs inflamaveis, tais que o éter e o etanol, acidos
muito fortes, tais que o acido féormico e o acido sulfirico e as solugdes
causticas de pH muito elevado. O presente processo ndo apenas ¢ mais
seguro, mas através da redu¢do do nimero de diferentes substiancias quimicas
usadas e do namero de estagios envolvidos, é mais econdmico.

A duragdo exata do tratamento térmico € determinada, de um
modo tipico, experimentalmente, através da amostragem do conteudo do
reator ¢ da execugdo de analises de cromatografia de permeagdo em gel
(GPC). O objetivo é o de maximizar o rendimento do material solivel, que
satisfaz as especifica¢des quanto ao perfil de alta resolugdo — GPC (HR-
GPC) e de niveis de impureza, que sdo discutidos abaixo. Uma vez que o -
glucano seja solubilizado, a mistura é resfriada, de um modo a interromper a
reacao.

O B- glucano solubilizado, bruto, pode ser lavado e utilizado
em algumas aplicagdes neste ponto, no entanto, para aplica¢des
farmacéuticas, a purificagio adicional deve ser executada. Qualquer
combina¢do de um ou mais dos estagios que se seguem pode ser usada, de
modo a purificar o B- glucano solivel. Outros meios conhecidos na arte
podem ser também usados, se desejado. No estagio 28, o B- glucano €
clarificado. Meios de clarificagdo adequados incluem, por exemplo, a
centrifugacdo ou a centrifugagdo em fluxo continuo.

A seguir, o [-glucano solavel pode ser filtrado, tal como
mostrado pelo estagio 30. Em uma modalidade, o material € filtrado, por
exemplo, através de um filtro profundo, seguido por um filtro de 0,2 pum.

O estagio 32 utiliza a cromatografia para a purificagdo

adicional. O B-glucano solivel pode ser condicionado em algum ponto
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durante o estagio 28 ou o estagio 30, na preparagdo para a cromatografia. Por
exemplo, se um estdgio cromatografico incluir a cromatografia de interagdo
hidrofébica (HIC), o p-glucano soluvel pode ser condicionado a
condutividade e ao pH apropriados, com uma solugio e sulfato de amoénio €
acetato de sodio. Uma solugdo adequada ¢€ sulfato de sédio 3,0 M, acetato de
so6dio 0,1 M, que € usado para ajustar o pH para 5,5.

Em um exemplo de HIC, uma coluna é compactada com uma
resina Tosah Toyopearl Butyl 650 M (ou equivalente). A coluna ¢é
compactada e qualificada de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Antes do carregamento, é efetuada uma coleta do fluxo de
passagem de equilibrio da coluna, para analises de pH, condutividade e
endotoxina. O B-glucano soluvel, condicionado na concentragdo mais elevada
da solucdo de sulfato de amonio, é carregado e entdo lavado. A natureza do B-
glucano soluvel € tal, que a maior parte do produto sera ligada a coluna HIC.
Produtos de baixo peso molecular, assim como alguns produtos de peso
molecular alto, sdo lavados até o fim. O B-glucano soliivel remanescente na
coluna € eluido com um tampdo, tal que sulfato de aménio 0,2 M, acetato de
sédio 0,1 M, pH 5,5. Ciclos multiplos podem ser necessarios, de modo a
assegurar que a carga de hexose ndo exceda a capacidade da resina. As
fragdes sdo coletadas e analisadas quando ao produto B-glucano soluvel.

Um outro estagio cromatografico, que pode ser utilizado, € a
cromatografia de permeagdo em gel (GPC). Em um exemplo de GPC, uma
resina Tosah Toyopearl HWS55F, ou equivalente, ¢ utilizada e compactada e
qualificada, conforme recomendado pelo fabricante. A coluna € equilibrada e
eluida através do uso de solugdo salina tamponada com citrato (cloreto de
sodio 0,14 M, citrato de so6dio 0,011 M< pH 6,3). Antes do carregamento,
amostras da lavagem da coluna sfo tomadas para analises quanto ao pH,
condutividade e endotoxina. De novo, multiplos ciclos de cromatografia

podem ser requeridos, de modo a assegurar com que a carga nio exceda a
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A Tabela 2 sumaria os niveis tipicos de impurezas em um
produto de B-glucano soluvel, utilizando as particulas de glucano inteiras,

produzidas pelo método 10.

TABELA 2
Impureza Especificagio Faixa de Niveis Observados
em 3 Bateladas
HMW( 380 kD) <10% 4-8%
LMW (<25 kD) <17% 8-13%
Acucar de Redugdo 0,7 —1,6% de hexose total 1,0 —1,1% de hexose total
Glicogénio < 10% de Hexose total < 5% de hexose total
Manano (como manose) < 1% de hexose recuperada <0,6 a < 0,8% de hexose
recuperada
Quitina (como glucosamina) < 2% de hexose total 0,2-0,5% de hexose total
Proteina <0, 2% de hexose total < 0,2% de hexose total
Proteina de Levedura Caracterizagio ** <2 ng/mg de hexose
DNA Caracterizagio < 6,5 a <50 pg/mg de hexose
Ergosterol Caracterizacgio <10 a <25 yu/mg de hexose
Triton X-100 Caracterizagio <1 a5 pg/mg de hexose
Antifoam 204 Caracterizagdo < 10 pg/mg de hexose

** A hexose total é determinada através de um ensaio colorimétrico. Os
polimeros de agucar sdo hidrolisados em acido sulfurico e antrona, de modo a
formar furfurais. Os furfurais sdo conjugados com a antrona, de modo a
fornecer um croméforo, que é medido espectrofotometricamente.
** Os limites ndo sdo especificados.

As impurezas relacionadas ao produto incluem material com
pesos moleculares superiores a 380.000 daltons ou menos do que 25. 000
daltons, porque foi verificado que o B-glucano soluvel recai entre aquelas
faixas de peso molecular.

Uma medi¢do adicional das impurezas relacionadas ao produto
é agucar de redugio. Cada cadeia de polissacarideo glucano termina na forma
aldeido (agucar de reducdo) do agucar. Deste modo, a quantidade de agucar
serve como uma indicagcdo do nimero de cadeia na preparagdo. Como uma
nova terminagdo de reducdo é gerada com cada clivagem de cadeia, o agucar
de reducdo € um monitor da estabilidade da cadeia. Os agucares de redugéo
podem ser medidos pelo ensaio do acido bicinconinico (BCA), que € bem

conhecido na arte.
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As impurezas do processo potenciais incluem outros
constituintes da célula de levedura, tais que o DNA, as proteinas da célula de
levedura, lipideos e outros polissacarideos, tais que o glicogénio, manano e
quitina. Os niveis de DNA podem ser analisados usando o ensaio de
hibridizagdo de fenda (MDS PanLabs, Seattle, WA). A proteina residual pode
ser determinada através de um ensaio colorimétrico para a proteina ou através
de um ensaio imunossorvente ligado por enzima comercial mais sensivel, que
mede as proteinas celulares de S. cerevisiae (Cygnus Technology, Southport,
North Carolina). Os lipideos residuais podem ser monitorados através da
avaliagdo dos niveis de ergosterol usando cromatografia liquida de alto
desempenho de fase reversa (RP - HPLC), com detecgéo a 280 nm.

O glicogénio ¢ um polissacarideo, que compreende
primariamente uma glicose a-1,4- ligada, e a sua presenga pode ser
determinada através de um ensaio enzimatico. O produto € adicionado a uma
reagdo enzimatica contendo amiloglicosidase, que libera glicose a partir de
glicogénio, gerando os agtcares de redugdo. Os agucares de redugdo sdo
medidos através do ensaio BCA.

Manano é um polimero ramificado de uma manose a-1,6 —
ligada com ramifica¢Bes a-1,2- e a-1,3, que sdo monitoradas, como manose,
pela sua composi¢do de monossacarideo. O produto é adicionado a uma
reacdo, e a manose € hidrolisada com o acido trifluoroacético e analisada
através de HPLC.

Quitina é um polimero de glicosamina [-1,4-acetil, que ¢
monitorado por um ensaio colorimétrico. O B-glucano soluvel é hidrolisado
com o acido sulfurrico, e a glucosamina resultante forma um complexo com
um reagente de Ehrlich, que ¢ medido de um modo colorimétrico. Estes e
outros ensaios adequados sdo conhecidos daqueles versados na arte.

As impurezas ndo- levedura potenciais, que sdo originadas a

partir de componentes adicionados durante o processo de manufatura incluem




10

15

17

Triton X-100 (tensoativo) € Antifoam 204 (agente de supressdo de espuma).
O HPLC de fase reversa (RP- HPLC) com detec¢do em 280 nm pode ser
suado para discernir qualquer Triton X- 100- residual. O antifoam 204 ¢
determinado através de um método RP- HPLC, usando monitora¢do de ion
seletiva com um detector de espectroscopia de massa por eletropulverizagéo
em modo positivo.

Certas especificagdes do produto sdo propostas para a
utilizagdo do PB-glucano solivel como um agente farmacéutico. Estas

especifica¢Ges estdo relacionadas na Tabela 3.

TABELA 3
Categoria Atributo Método Limites Propostos
Geral Aparéncia Visual Solugdo clara, incolor
pH Medidor de pH 50-7,5
Osmolaridade Osmoémetro 260-312 mOsm
Identidade Perfil de HR- GPC GPC —MALS em conformidade com
o padrio: razdo de
volumes de retengio de
pico: 0,8 — 1,2
Concentragéo Concentragdo (hexose Ensaio de hexose 0,85 -1,15 mg/ ml
total) colorimétrico
Impurezas Material HMW GPC - MALS <10%
Material LMW GPC- MALS <17%
Acucar de reducdo Ensaio MCA 0,7 —1,6% de hexoxe
total
Proteina residual Ensaio de proteina < 0,2% de hexose total
Colorimétrica
Quitina (glicosamina) | Ensaio colorimétrico | <0,2% de hexose total
Manano (manose) Composigdo de < 1 % de hexose
monossacarideo recuperada
Glicogénio Enzimatico < 10 % de hexose
Seguranca Endotoxina Ensaio de Fator C < 0,25 EU* /ml
recombinante de
PiroGene
Biocarga Filtracio de Membrana <5 CFU**/ 10 ml

* Unidade de formagao de colonia
** Unidade de endotoxina

Como acima mencionado, o B -glucano soluvel, produzido
pelos métodos 10 e 24, é um produto aperfeigoado em relagdo aos materiais
de B- glucano solaveis na arte. O aperfeigoamento ¢ observado em resultados

de ensaio clinico, em que o [B- glucano soluvel da presente invengdo,
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fornecido em uma dose maxima muito mais alta, apresentou os mesmos ou
eventos adversos mais fracos (Aes), como as doses maximas inferiores do 3-

glucano soluvel da arte antecedente. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 4
AE Relacionado BfI’ - Glucano? solavel
(ocorrente em = 5% de aperfeigoado
participantes totais)
Corpo com um todo
Dor dorsal 7% -
Febre 16% -~
Dor de Cabega 30% 8%
Dor 7% -
Cardiovascular
Vasodilatagdo /Descarga - 6%
Nausea Digestiva 7% 6%
Hémica /limfatica
Equimose -- -
Leucocitose -- -
Dispnéia Respiratoria -- 1%
Atralgia Muscoesquelética 11% -
Pele/ Apéndices
Urticéaria 7% --
Erupcéo -- --
Sentidos Especiais
Conjuntivite 9% -

! dose Unica maxima 2,25 mg/ kg
2 dose Ginica maxima 6,0 mg/kg

Bf' é conhecido pela marca registrada Betafectin™, um
produto - glucano solGvel desenvolvido por Alpha — Beta Technology, Inc.
O processo para produzir Betafectin™ utilizou o acido férmico, de modo a
solubilizar o material B- glucano em particulas. Em adig¢do, Bfl ndo foi
submetido a qualquer cromatografia em seu processo de purificagéo.

Os estudos foram realizados com uma populagdo de
voluntarios de pacientes saudaveis. Quando comparados a Bfl, os
participantes do estudo, que estavam tomando o B- glucano soluvel relataram
menos efeitos adversos, mesmo que q dose maxima fosse maior do que 2,5
vezes aquela de Bfl. Deste modo, uma dosagem muito mais alta do B-
glucano soluvel aperfeigcoado pode ser dada, pelo menos sem o aumento, mas

provavelmente até com a diminuigdo, dos efeitos colaterais. Em adi¢do, o 3-
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glucano solavel ndo induz mediadores bioquimicos, tais que a interleucina- 1
B e o fator -a de necrose tumoral, que causam os efeitos colaterais
inflamatérios.

Os processos da presente invengdo proporcionam varias
vantagens em relagdo a processos da arte anterior e resultam em produtos -
glucano aperfeigoados. O B- glucano em particulas esta essencialmente livre
de VOCs danosos. A solubilizagdo de B- glucano € mais segura e mais
econdmica. Em adi¢do, a solubilizagdo do PB- glucano em particulas,
produzida pelo presente processo, resulta em (- glucano soluvel, com
qualidades farmacéuticas aperfeicoadas.

Embora esta invengdo tenha sido mostrada e descrita com
referéncias a modalidades particulares, sera entendido por aqueles versados na
arte que varias alteragdes, na forma e no detalhe, podem ser introduzidas na
mesma, sem que haja afastamento do espirito e do escopo da invengdo

abrangida pelas reivindicagdes apensas.
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REIVINDICACOES

1. Processo para a produgdo de [-glucano soluvel, tendo

propriedades imunoestimulantes, o processo caracterizado pelo fato de que

compreende:

aplicar cerca de 35 PSI (0,25 MPa) de pressdo a uma
suspensdo de - glucano em particulas e acido; e

aquecer a suspensdo a cerca de 135°C, durante um periodo de
tempo suficiente para formar o - glucano soluvel.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda:
clarificar o B- glucano soluvel.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado

pelo fato de que o B- glucano solavel é clarificado através de centrifugagio,

filtragdo ou uma combinag¢do dos mesmos.

4. Processo de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizado
pelo fato de que a suspensdo estd em um vaso, no qual substancialmente todo
o oxigénio é removido.

5. Processo de acordo com a reivindica¢do 4, caracterizado

pelo fato de que o oxigénio é removido através da purga do vaso com
nitrogénio.

6. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda:
separar o - glucano soluvel em fragdes baseadas no peso
molecular.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado

pelo fato de que o B- glucano € separado através de cromatografia.

8. Processo de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizado

pelo fato de que o acido € o acido acético.

9. Composicio, caracterizada pelo fato de que compreende -
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2

glucano soluvel, nfo- derivado, tendo propriedades imunoestimuladoras, que
pode ser administrado em doses Unicas, de até cerca de 6 mg/kg.
10. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 9,

caracterizada pelo fato de que o B- glucano soltvel, ndo- derivado, ndo

contém mediadores bioquimicos, que causam efeitos colaterais inflamatérios.
11. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pelo fato de que os mediadores bioquimicos sfo a interleucina —

1 B, o fator - o de necrose tumoral, ou ambos.
12. Composi¢do de acordo com a reivindicagio 9,

caracterizada pelo fato de que o B-glucano soluvel, ndo-derivado, é derivado a

partir de Saccharomyces cerevisiae.
13. Composi¢do de acordo com a reivindicacio 9,
caracterizada pelo fato de que o B-glucano soluvel, ndo- derivado, esta entre

cerca de 25.000 e cerca de 380.000 Da.

14. Composi¢do, caracterizada pelo fato de que compreende B-

glucano soltvel, ndo- derivado tendo um peso molecular médio entre cerca de
120.000 Da e cerca de 205.000 Da, a composicio capaz de ser administrada a
um humano ou animal em uma dose de até cerca de 6 mg/kg.

15. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizada pelo fato de que o B-glucano soluvel, ndo- derivado, contém nio

mais do que cerca de 1,6 % de agticar de reducdo de hexose total.
16. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizada pelo fato de que o B-glucano solivel, ndo- derivado, contém

menos do que cerca de 25 pg/mg de hexose.
17. Composi¢do de acordo com a reivindicagio 14,

caracterizada pelo fato de que nfo mais do que 8% de humanos

administrados, o B-glucano soluvel, nio- derivado mostra qualquer um dos

eventos adversos.



10

1/2

Fermentacao

12

I

Células Colhidas
14

|

Extragao de SubstﬁnciJ
Alcalina / Tensoativo

16

|

Extragdo Acida
18

|

Lavagem
20

|

Coleta
22

FIG.1



24

2/2

Tratamento Acido
26

;

Clarificacao
28

|

Filtracao
30

.

Cromatografia
32

FIG. 2



RESUMO
“PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BETA-GLUCANO SOLUVEL, E,
COMPOSICAO”
B-glucano em particulas é solubilizado em temperatura e
pressdo elevadas, de modo a formar B- glucano soluvel. O método € seguro e

econdmico e produz um produto, que € um agente farmacéutico aperfeigoado.
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