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RESUMO

“PROCESSO PARA A PREPARAQAO DE COMPOSIQAO FARMACEUTICA QUE
COMPREENDE MYCOBACTERIUM W NO TRATAMENTO DE ASMA (DOENCA
PULMONAR OBSTRUTIVA)”

A invencadao refere-se ao processo para a preparacgao de
formulagdes compreendendo um microrganismo Mycobacterium w para

o controlo de Asma brdnquica (doenca pulmonar obstrutiva).



DESCRICAO

“PROCESSO PARA A PREPARAQAO DE COMPOSIQAO FARMACEUTICA QUE
COMPREENDE MYCOBACTERIUM W NO TRATAMENTO DE ASMA (DOENCA
PULMONAR OBSTRUTIVA)”

A invencado refere-se a um pProcesso para a preparacao de
formulagcdes compreendendo um microrganismo Mycobacterium w para

o controlo de Asma brdénguica (doenca pulmonar obstrutiva).

As doencas pulmonares obstrutivas s&o caracterizadas por
limitacdo do fluxo de ar. A limitacdo do fluxo de ar pode ser
devida a obstrucdo mecdnica por tumor ou edema ou contraccdo do
misculo liso brdénguico. A obstrugdo mecdnica necessita de um

controlo ao longo do tempo.

Outras doencas pulmonares obstrutivas sdo progressivas e/ou

episddicas por natureza.

A asma brénquica ¢ uma doenca do grupo definido por doenca
pulmonar obstrutiva. E um dos distuUrbios mais comuns encontrado
em medicina clinica em criancas e adultos. Mais do que ser uma
doenca unica, a asma € actualmente considerada como sendo um
grupo de diferentes disturbios (sindrome complexo com vVarios

fenétipos clinicos) caracterizados por
1. Grau varidvel de obstrucdo de fluxo de ar

2. inflamagdo da via respiratédria



3. bronco-hipersensibilidade.

Este sindrome surge como um resultado da interaccdo entre
multiplos factores genéticos e ambientais. Alguns doentes também
exibem respostas de  hipersensibilidade aguda a proteinas
inaladas comuns, conhecidas como alergénios. Sao necessarias
quantidades muito pequenas dos mesmos para despoletar
degranulacao de mastdédcitos. No entanto, um grande numero de
doentes nao tem um historial pessoal ou familiar de alergia e

ensaios de pele negativos.

Constata-se que a 1inflamagdo crénica € uma patologia
subjacente no sindrome clinico de asma. A histopatologia de
pulmdes revela hiperinsuflacao, Dbloqueante ¢/ muco nas vias
respiratérias, aglomeragao de células epiteliais mortas e um
precipitado cristalino de proteinas derivadas de eosindéfilo. A
mucosa brdnquica ¢é edematosa, o n°® de células de goblet &

acrescido, a membrana basal sofre espessamento e o musculo liso

é hipertrofiado.

A contraccdao do musculo liso brdbéngquico, como verificado na
asma brdénquica, ¢ um fendmeno recorrente. Ocorre como um
incédmodo episddico ou crénico ou como exacerbacgdes episddicas de

doenca crénica.

Sao dadas varias definicgdes para caracterizar este

disturbio.

A asma ¢é definida como um estado em gue existe uma
reversibilidade completa ou parcial de disfuncdo obstrutiva apds

terapéutica com broncodilatadores.



A asma €, também, definida como disturbio inflamatdrio
crdénico das vias respiratdérias que ocorre qgquando individuos com
predisposicdo genética sdo expostos a factores de despoletamento
apropriados conduzindo a disrupcao de epitélio da via
respiratéria, infiltracdo de células inflamatdrias, espessamento
de membrana basal, bem como espasmo e hipertrofia do muasculo

liso.

A asma € uma doencg¢a caracterizada por uma sensibilidade
acrescida da traqueia e brdénguios a varios estimulos resultando
em obstrucao da via respiratdria que é reversivel,

espontaneamente ou como um resultado de tratamento.

A asma € um disturbio pulmonar inflamatdério crdnico que é

caracterizado por obstrucao reversivel das vias respiratédrias.

A asma ¢é uma doenga obstrutiva crdénica caracterizada por
hiper-reactividade traqueobrdngquica conduzindo a estreitamento
paroxistico da via respiratéria, que pode ser espontaneamente
revertida ou como um resultado de tratamento. E clinicamente
caracterizada por pieira, dispneia e tosse. A asma alérgica & a
forma mais comum. Outros factores precipitantes incluem
infeccao, exercicio, exposicdes ocupacionais e ambientais,

fdrmacos, poluicédo atmosférica e factores emocionais.

A asma é um estado crdénico envolvendo pulmdes, na qual o
estreitamento das passagens dos pulmdes para o nariz e boca
(vias respiratdérias) conduz a dificuldade em respirar. Estas
alteracgdes ocorrem normalmente em resposta a variagdes no
ambiente incluindo o tempo, alergénios (tais como pélo de cao ou
gato, bolor ou pd), alimentos ou infecgdes respiratdrias

(constipacdes) .



A asma também ¢é definida como dispneia paroxistica ou

crénica devido a disturbio pulmonar.

A Asma Brdénguica também ¢é definida como uma doenga
caracterizada por uma sensibilidade acrescida da traqueia e
brénquios a varios estimulos e manifestada por estreitamento das
vias respiratdérias em grande extensdao que varia em gravidade,

espontaneamente ou como um resultado de tratamento.

Clinicamente, é caracterizada por:

. Pieira, dispneia, tosse e sensacao de aperto no peito

episddico ou croénico.

o Expiracédo prolongada e pieira difusa em exame fisico.

. Limitacdo de fluxo de ar em teste de funcdo pulmonar,

ou teste de broncoprovocagcao positivo.

. Reversibilidade completa ou parcial de disfuncgao

obstrutiva apds terapéutica broncodilatadora.

Actualmente, a terapéutica de primeira linha preferida de
tals estados é corticosterdides inalados. Se tal nao € adequado
entdo sdo adicionados broncodilatadores como agonistas beta,
Como sambutol, metilxantinas, como teofilina ou
anticolinérgicos, como ipratrdépio na forma de farmaco inalado ou
oral. Os antagonistas de leucotrieno também  podem ser
adicionados, o0s qguais nao possuam actividade broncodilatadora

directa, como glucocorticdides.



O controlo de uma crise compreende a utilizacao de
broncodilatadores, corticosterdides e antagonistas de
leucotrieno. Podem ser utilizados oralmente, parentericamente ou
na forma de aerossdis dependendo da gravidade da doenca e outros
factores. 0Os corticosterdéides e estabilizadores de mastdcitos,
como cromolina sddica também sao utilizados para prevenir a

crise subsequente.

No entanto, ndo € necessdrio que cada episddio necessite de
ser tratado com broncodilatadores ou cada doente com doencga
pulmonar obstrutiva crdénica necessite de ser tratado com

broncodilatadores.

O controlo de crise aguda grave ou exacerbacao aguda de
doenca crénica pode necessitar de dose massiva de

glucocorticdides por via parentérica para controlar a crise.

A asma €& uma doenca pulmonar crénica. Nao pode ser curada,
apenas controlada. Na asma, as vias respiratérias estao
inflamadas. Ou seja, o0s revestimentos da via respiratdria estao
inchados e vermelhos. As vias respiratérias estreitam e a
respiracédo torna-se dificil. Este estreitamento melhora (mas néao
na totalidade em alguns doentes), por vezes por si sd, por vezes
com tratamento. As vias respiratérias sdo muito sensiveis.
Reagem a varias coisas, tais como fumo de cigarro, pdlen ou ar
frio. Tosse, pieira, aperto no peito, respiracao dificultada ou

um episddio de asma pode resultar apds exposicdo ao alergénio.

A prevengdo de uma crise compreende eliminar *“factores de
despoletamento”. 1Inclui medidas para controlar antigénios de

dcaros de pd doméstico, pélos de animal, evitar a exposicdo a



factores ambientais incluindo alteracdo do local de trabalho ou
residéncia, tratamento precoce de infeccgdes do tracto

respiratdédrio superior e peito, etc.

O que € necessdrio no controlo de asma ¢ a melhoria da

funcao pulmonar.

A presente invencdo descreve as referidas formulagdes e

método do seu fabrico e utilizacao.

Constata-se que a administracdo de composicao farmacéutica
preparada de acordo com a presente invencdo resulta na reducgéao
da gravidade da doenca e frequéncia de crises asmaticas. A
dependéncia de farmacos ¢ diminuida e a qualidade de vida

melhora.

Constata-se que o Mycobacterium w € Util no controlo de
lepra. Converte individuos lepromina negativos ao estado
lepromina positivo. Também reduz a duracdo da terapéutica

necessaria para curar lepra multibacilar.

O documento GB 2236480 descreve uma vacina para o
tratamento de tuberculose, a qual compreende uma quantidade

terapeuticamente eficaz de Mycobacterium w.

Constata-se que a composicdao farmacéutica preparada de
acordo com a presente invencao é eficaz no controlo de asma

(doenca pulmonar obstrutiva).



Sumdrio da invengéo

De acordo com a presente invencao, constata-se que a
composicado farmacéutica preparada a partir de “Mycobacterium w"

(M) é util no controlo de asma (doenca pulmonar obstrutiva).

O Mycobacterium w utilizado na presente invencdo € uma
micobactéria nao patogénica, cultivavel, atipica, com
propriedades bioguimicas e caracteristicas de crescimento rapido
assemelhando-se as pertencentes a classe de Micobactérias do
grupo IV de Runyons nas suas propriedades metabdlicas e de
crescimento, mas nado ¢é 1déntica as estirpes correntemente
catalogadas neste grupo. Assim, julga-se que a (M,) € uma estirpe

totalmente nova.

A identidade da espécie de Mw tem sido definida por
determinacdao da sequéncia de ADN por reacgao em cadeia da
polimerase e diferenciada de outras trinta espécies de
micobactérias. No entanto, difere das presentemente catalogadas
neste grupo num ou noutro aspecto. Por andlise sequencial de
base da regido polimérfica de andlise padrdo comprovou-se que a

z

M, € uma espécie uUnica, distinta de muitas outras espécies

micobacterianas conhecidas examinadas que  séao: M. avium,
M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. kansasil, M. gastri,
M. gordonae, M. shimoidei, M. malmoense, M. haemophilum,
M. terrae, M. nonchromogenicum, M. triviale, M. marinum,
M. flavescens, M. simian, M. szulgai, M. xenopi, M. asciaticum,
M. aurum, M. smegmatis, M. vaccae, M. fortuitum subsp fortuitum,
M. fortuitum subsp. Peregrinum, M. chelonae subsp. Chelonae,
M. chelonae subsp. Abscessus, M. genavense, M. tuberculosis,
M. tuberculosis HsyR,, M. paratuberculosis.



O objectivo da presente invencdo é o de proporcionar uma
composicao farmacéutica contendo “Mycobacterium w” (Mw) com ou
sem constituintes obtidos a partir de Mw para o controlo de asma

(doenca pulmonar obstrutiva).

Ainda um outro objecto da presente invencdao ¢é o de
proporcionar uma composigao farmacéutica contendo
“Mycobacterium w” (Mw) com ou sem constituintes obtidos a partir
de Mw para prevencdo de crises de asma (doenca pulmonar

obstrutiva).

Ainda um outro objecto da presente invencdao ¢é o de
proporcionar uma composigao farmacéutica contendo
“Mycobacterium w” (Mw) com ou sem constituintes obtidos a partir
de Mw para retardar crises de asma brdnguica (doenga pulmonar

obstrutiva).

Ainda um outro objecto da presente invencao ¢é o de
proporcionar uma composigao farmacéutica contendo
“Mycobacterium w” (Mw) com ou sem constituintes obtidos a partir
de Mw, a qual reduz a necessidade de farmacos utilizados para
melhorar a funcao pulmonar no controlo de asma (doenca pulmonar

obstrutiva).

Ainda um outro objecto da ©presente invencdo ¢é o de
proporcionar uma composicao farmacéutica contendo
“Mycobacterium w” (Mw) com ou sem constituintes obtidos a partir
de Mw, a qual melhora a funcdo pulmonar na presenca/auséncia de

outros farmacos na asma (doenca pulmonar obstrutiva).



DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGCAO

De acordo com a invencao, sao descritos, nos seguintes
exemplos, a composicado contendo mycobacterium W, o método de
preparacao, caracteristicas de HPLC, sua seguranga e
tolerabilidade, métodos de utilizacéao e resultado dos
tratamentos. 0Os seguintes sao exemplos ilustrativos da presente

invencao.

Exemplo 1. As composicdes farmacéuticas:

A. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém:
Mycobacterium w., (morto por calor) 0,50 x 10°
Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tween™ 80 0,1% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL
B. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém:
Mycobacterium w., (morto por calor) 0,50 x 10°
Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Triton™ x 100 0,1% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL



C. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém:

Mycobacterium w., (morto por calor) 0,50 x 10°
Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL

D. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém

Extracto de Mycobacterium w apds sonicacgdo a partir de

1 x 10'° Mycobacterium w

Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL

E. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém

Extracto de Metanol de 1 x 10'° Mycobacterium w

Cloreto de Sédio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL
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F. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém

Extracto de Cloroférmio de 1 x 10'° Mycobacterium w

Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL

G. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém

Extracto de Acetona de 1 x 10'° Mycobacterium w

Cloreto de Sédio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL

H. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém

Extracto de Etanol de 1 x 10'" Mycobacterium w

Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL
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I. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém

Extracto de Liticase de 1 x 10'° Mycobacterium w

Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL
J. Cada dose de 0,1 mL de agente terapéutico contém
Mycobacterium w (morto por calor) 0,5 x 10’

Extrato de Mycobacterium w obtido de 1 x 10°
Mycobacterium w por disrupgdo, extracgcdao com solvente

ou extraccdo enzimdatica.

Cloreto de Sé6dio I.P. 0,90% p/v
Tiomersal I.P. 0,01% p/v

(Como um Conservante)

Agua para injeccdo I.P. g.b.p. 0,1 mL

Exemplo 2. O Processo de preparagcdo de uma composicao

farmacéutica
A. Cultura de Mycobacterium w.
i) Preparacao do meio de cultura.

O Mycobacterium w € cultivado em meio sélido, como
meio L J, ou meio ligquido, como meio de Middlebrook ou
meio liquido de Sauton. Para melhor rendimento, o meio

de Middlebrook ¢é enriquecido. De um modo preferido,
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por ser enriquecido por adicao de glucose,
bactotriptona, e BSA. De um modo preferido, sao

utilizados em razdo de 20:30:2.

O meio de enriquecimento ¢é adicionado ao meio de
Middlebrook. De um modo preferido, ¢é realizado numa
razdao de 15:1 até 25:1, de um modo mais preferido,

numa razao de 20:1.

ii) Operacao no bioreactor

a) Preparacao do vaso:

As zonas de contacto interno do wvaso (Juntas,
vedacdes mecanicas, ranhuras de vedantes em
0/juntas, etc.) devem estar devidamente limpas
para evitar qualgquer contaminacdo. Encher o vaso
com NaOH a 0,1 N e deixar tal e qual durante 24 H
para remover materiais pirogénicos e outros
contaminantes. O vaso é entdao limpo, primeiro com
dgua acidificada, em seguida, com &gua corrente.
Finalmente, o vaso €& enxaguado com agua destilada

(3 vezes) antes de preparar o meio.

b) Esterilizacao do bioreactor

O Dbioreactor contendo 9 L de 4&gua destilada ¢é
esterilizado com vapor activo (indirecto). De um
modo semelhante, o bioreactor é esterilizado uma
vez mais com meio Middlebrook. As outras garrafas

de adicdo, filtros de entrada/saida de ar, etc.
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sdao colocados em autoclave (duas vezes) a 121 °C
durante 15 minutos. Antes da wutilizacdo, estes

sdao secos, num forno, a 50 °cC.

c) Parédmetro ambiental

i. Temperatura: 37 + 0,5 °C

ii. pH: 6,7 a 6,8 inicialmente.

Colheita e concentracao

E normalmente realizada no fim do 6° dia apds cultivo
sob condicao asséptica. A concentracao de células (p)

¢ realizada por centrifugacéo.

Lavagem de células

O sedimento assim obtido é lavado no minimo trés vezes
com solugdo salina normal. Pode ser lavado com
qualquer outro fluido que ¢é, de um modo preferido,

isotdnico.

Adigado de veiculo farmacéutico aceitével.

E adicionado ao sedimento solucdo salina normal isenta
de pirogénio. Qualgquer outro fluido isotdénico isento

de pirogénio pode ser utilizado como um veiculo
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farmacéutico. O wveiculo ¢é adicionado numa gquantidade
de modo a conseguir a concentracadao desejada de activo

na forma final.

Adicédo de conservante

Para manter o produto isento de outras bactérias
contaminantes, para a sua sustentabilidade prépria, é
adicionado conservante. O conservante preferido &
Tiomersal que ¢é utilizado na concentragado final de

0,01% p/v.

Esterilizagao Final

A esterilizacdo final pode ser realizada por varios
métodos fisicos como aplicacdo de calor ou radiacgéao

ionizante ou filtracgdo esterilizada.

O calor pode ser na forma de calor seco ou calor
humido. Também pode ser na forma de ebuligcdo ou

pasteurizacéo.

A radiagdo ionizante pode ser raios ultravioleta ou
gama ou micro-onda ou qualquer outra forma de radiacéao

ilonizante.

E preferivel colocar o produto final em autoclave.

Isto pode ser realizado antes ou apds o enchimento

numa embalagem final.
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G. Controlo de Qualidade

i. O material é avaliado para pureza, esterilidade.

ii. Os organismos sao avaliados da resisténcia aos

acidos apds coloracao de gram.

iii. Ensaio de inactivacao: Isto €& realizado por
cultivo do produto em meio L J para encontrar qualquer

organismo vivo.

iv. Patogenicidade e/ou contaminagdo com patogénio.

Os organismos cultivados sao infectados em murganhos

Balb/c.

Nenhum dos murganhos deveria morrer e todos deveriam
permanecer sauddveis e ganhar peso. Nao deveria haver quaisquer
lesdes macroscdpicas ou microscédpicas visiveis no figado,
pulméo, baco ou gquaisquer outros dérgdos quando o0s animais sao

mortos até 8 semanas apds tratamento.

v. Ensaio Biogquimico:

0O organismo é submetido aos seguintes ensaios

biogquimicos:

a) Urease

b) Hidrélise de Tween™ 80

16



c) Ensaio de niacina

d) Ensaio de reducado de nitrato.

O organismo apresenta resultados negativos

em urease,

Hidrélise de Tween™ 80 e ensaio de niacina. E positivo por

ensaio de reducdo de nitrato.

H. Preparacao dos constituintes de Mycobacterium w.

Os constituintes de Mycobacterium w podem ser preparados

para o propdsito da invencao por:

I. Disrupcgado celular

II. Extraccao com solvente

ITTI. Extracgdo enzimatica.

A disrupgao celular pode ser realizada

sonicagao ou utilizacdo de medidor de

elevada ©pressao ou por aplicacao de

pressao osmdética.

por meio de

fraccdes de

gradiente de

A  extraccdo com solvente pode ser realizada por

qualquer solvente orgédnico, como clorofdérmio, etanol,

metanol, acetona, fenol, 4&lcool isopropilico, 4&cido

acético, ureia, hexano, etc.

17



A extraccdo enzimdtica pode ser realizada por enzimas
que podem digerir parede/membranas celulares. Sao
normalmente de natureza proteolitica. A enzima
liticase e pronase sao as enzimas preferidas. Para o
propdésito da invencdo, podem ser utilizados, por si,
constituintes celulares de Mycobacterium w em vez de
organismos mycobacterium w ou podem ser adicionados ao

produto contendo mycobacterium w.

A adicadao de constituintes celulares resulta numa

eficdcia melhorada do produto.

Exemplo 3. Caracteristicas dos constituintes de

Mycobacterium w por andlise de HPLC.

Os constituintes de mycobacterium w. utilizados para o
propdsito da invencgdo, gquando submetidos a andlise de HPLC,
proporcionam um uUnico pico a 11 minutos. Além deste, nao se
constatam quaisquer outros ©picos significativos. O pico é
homogéneo e isento de qualguer entalhe sugerindo homogeneidade

do material obtido.

A andlise de HPLC foi realizada utilizando um aparelho de

cromatografia liquida de elevada performance Waters System.
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Coluna: Novapak™ c1860a, 4 um, 3,9 x 150 mm.

A pré-coluna: Novapak ¢ 18
Temperatura da Coluna: 30 °C
Caudal: 2,5 mL/min
Volume de injeccéo: 25 uL.

Fase moével:
Solvente A: metanol de grau de HPLC.
Solvente B: cloreto de metileno de grau de HPLC
Gradiente Binéario:
O gradiente de HPLC compreendia inicialmente metanol a 98% (v/v)
(solvente B).
O gradiente foi incrementado linearmente até 80%.
A e 20% de B a um minuto; 35% de A e 65% de B a 10 minutos,
mantido durante 5 segundos e, em seguida, diminuido durante

10 segundos de volta a 98% de A e 2% de B.

Exemplo 4: O efeito de composicdes farmacéuticas e métodos

de utilizacéo.

Um doente sintomdtico com forma grave de asma, cuja
dificuldade de respiracao nao foil controlada apesar dela estar
numa terapéutica médica méxima para asma, foi administrado com
Mycobacterium w por via intradérmica no intervalo de uma semana.
Em quatro semanas, o doente tornou-se assintomdtico e o numero
de féarmacos foi gradualmente descontinuado. O doente permaneceu
apesar disso assintomatico. Assim, constata-se que o
Mycobacterium w é Util no controlo de asma, tornando o doente
assintomatico quando a terapéutica médica méxima falha em

conseguir o mesmo.

19



Também é util na reducdao do numero de medicamentos que um

doente toma.

Exemplo 5: O efeito de composigdes farmacéuticas e métodos

de utilizacdo.

A um grupo de doentes que estava a experimentar exacerbacao
da doenca, periodicamente, foi administrado Mycobacterium w. Foi

observado que nenhum deles teve exacerbacao da doenca.

Assim, constata-se que o mycobacterium w € Util na

eliminacdo/retardamento de exacerbacdo da doenca.

Exemplo 6: O efeito de composicdes farmacéuticas e métodos

de utilizacéo.

Num grupo de doentes diagnosticado como tendo asma
brénquica foi administrada terapéutica convencional na forma de
broncodilatadores e esterdides. Isto resultou numa melhoria da
fung¢do pulmonar, como determinado por espirometria em termos de
FEV, e PEFR. A melhoria com terapéutica foi na gama de 15 a 20%
da linha de base, durante um periodo de trés meses de observacgao
e nao melhorou mais. No fim dos trés meses, foram administrados
aos doentes composicdes farmacéuticas contendo mycobacterium w.
Foram administrados como 0,1 mL no intervalo de uma semana.
LApesar destas composicdes nao serem conhecidas como tendo
actividade anti-inflamatéria ou broncodilatadora, a sua
administragdo resultou numa melhoria acrescida da funcéo

pulmonar, como determinado por valores de FEV; e PEFR. Esta
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melhoria foi na gama de 15 a 20% além dos valores maximos Jja

conseguidos por terapéutica convencional.

A melhoria da funcdo pulmonar foi associada com sensacgao
subjectiva de bem estar e melhoria na qualidade de vida. Também
melhorou a sua escala de desempenho. Também resultou na melhoria
na quantidade de esforco fisico que conseguem realizar sem ficar

com dificuldade de respiracao.

Assim, o mycobacterium W ¢é util na melhoria da funcéao

pulmonar, qualidade de vida e desempenho.

Exemplo 7: O efeito de composicdes farmacéuticas e métodos

de utilizacéo.

Num grupo de doentes tendo doenca pulmonar obstrutiva e que
foram controlados por terapéutica convencional, foram observados
durante um periodo de trés meses e, em seguida, foram
adicionadas, a terapéutica, composicgdes contendo mycobacterium W
e observados durante outros trés meses. A necessidade média de
antibidéticos utilizados para tratar infecgdes e exacerbacao da
doenca associada nos primeiros trés meses foi de 3,71. Nos trés
meses seguintes, quando foil co-administrado mycobacterium W, a
necessidade baixou de 3,71 para 2. Nenhum deles necessitou de

qualgquer antibidético no Gltimo més da terapéutica combinada.

Assim, o mycobacterium W é 0Util na redugdo da necessidade

de antibidticos.
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Exemplo 8: O efeito de composicdes farmacéuticas e métodos

de utilizacgdo.

Num grupo de doentes tendo doenca pulmonar obstrutiva e que
foram controlados por terapéutica convencional mas necessitando,
mesmo assim, de hospitalizacdo de tempos a tempos para controlo
de exacerbacdes agudas, foram observados durante um periodo de
trés meses e, em seguida, foram adicionadas a terapéutica,
composicgdes contendo mycobacterium W e observados durante outros
trés meses. Constatou-se que o n°® de exacerbacgdes foi trés por
pessoca na primeira parte do estudo. Na segunda parte, baixou

para uma por pessoa.
Assim, o mycobacterium W ¢é util na reducao do n° de

exacerbacdes da doenca.

Lisboa, 23 de Julho de 2008
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REIVINDICACOES

Utilizacéao de mycobacterium W ou constituintes de
mycobacterium w para a preparacadao de uma composicao
farmacéutica para utilizacdo no tratamento, controlo ou

prevencao de doenga pulmonar obstrutiva.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacdo 1, em que a
composicao farmacéutica ¢é para utilizagdo no tratamento,

controlo ou prevencgcao de asma.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacado 2, em que a
composicao farmacéutica ¢é para utilizacgcdo no retardamento

de crises de asma.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacado 2, em que a
composicao farmacéutica ¢é para wutilizacdao na reducgao da
necessidade de féarmacos utilizados para melhorar a funcéao

pulmonar durante o controlo de asma.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 2, em que a
composicgao farmacéutica ¢é para utilizagdo na melhoria da
funcdao pulmonar, na presenga ou auséncia de outros

farmacos.

Utilizacéo como reivindicado em qualquer uma das

reivindicacdes 2 a 5 em que a asma é asma brdnquica.

Utilizacao como reivindicado em qualguer uma das

reivindicagdes anteriores, em que a composicao farmacéutica



10.

11.

12.

13.

compreende uma mistura de mycobacterium w e constituintes

de mycobacterium w preparados por disrupcgao celular.

Utilizacao como reivindicado em qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 6, em que a composicao farmacéutica
compreende constituintes de mycobacterium w preparados por

disrupcédo celular.

Utilizacéao como reivindicado na reivindicacéo 7 ou
reivindicacdo 8, em que os constituintes de mycobacterium w
sdo preparados por sonicacdao ou medidor de fraccgdes de

elevada pressao.

Utilizacao como reivindicado em qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 6, em que a composicao farmacéutica
compreende constituintes de mycobacterium w preparados por

extraccao com solvente.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 10, em que o
solvente ¢é sgeleccionado de clorofdérmio, etanol, metanol,
acetona, fenol, &dlcool isopropilico, acido acético, ureia e

hexano.

Utilizacao como reivindicado em qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 6, em que a composicao farmacéutica
compreende constituintes de mycobacterium w preparados por

extracgdo enzimdtica.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 12, em que a
extracgao enzimatica € realizada utilizando liticase e/ou

pronase.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

Utilizacéo como reivindicado em qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a composicao farmacéutica

compreende ainda um adjuvante.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacadao 14, em que o
adjuvante é seleccionado de 6leo mineral, &leo mineral e
tensoactivo, adjuvante Ribi, Titer-max, formulacao de
adjuvante de sintaxe, adjuvante de sal de aluminio,
antigénio adsorvido em nitrocelulose, complexos imuno-
estimulantes, adjuvante Gebru, veiculo extra, elvax 40w,
L-tirosina, monatanide (composto de manide-oleato),
Adju-prime, Esqualeno, Lipopoli-sacdrido de ftalilo sdédico,
fosfato de calcio, saponina, antigénio de melanoma e

muramildipéptido (MDP).

Utilizacao como reivindicado em qualguer uma das
reivindicagdes anteriores, em que a composicao farmacéutica

compreende ainda um tensoactivo.

Utilizacdao como reivindicado na reivindicacao 16, em que o
tensoactivo ¢é monooleato de polioxietileno e sorbitano

(Tween 80) ou Triton X100.

Utilizagdo como reivindicado na reivindicacao 16 ou
reivindicagcdo 17, em gue o tensoactivo estd presente na

composicao farmacéutica numa concentracao de até 0, 4%.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 18, em que o
tensoactivo estd presente na composicdo farmacéutica numa

concentracao de até 0,1%.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

Utilizacéo como reivindicado em qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a composicao farmacéutica

compreende ainda um conservante.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 20, em que o
conservante é Tiomerosal e estd presente numa concentracao

de 0,01% p/v.

Utilizacéao como reivindicado em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, em que o0 mycobacterium w &

mycobacterium w morto.

Utilizacao como reivindicado em qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, em que a composicao farmacéutica
estd numa forma de dosagem unitdria compreendendo, pelo

menos, 10’ mycobacterium w.

Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 23, em que a
composicdo farmacéutica estd numa forma de dosagem unitéaria

compreendendo, pelo menos, 10’ mycobacterium w.
Utilizacdo como reivindicado na reivindicacao 24, em que a

composicdo farmacéutica estd numa forma de dosagem unitéaria

compreendendo entre 10° e 10° mycobacterium w.

Lisboa, 23 de Julho de 2008
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