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Relatorio Descritivo da Patente de Invencgéo para "USO DE
PANAX QUINQUEFOLIUS OU UMA FRACAO DO MESMO NA ATI-
VACAO DE RESPOSTAS IMUNES INATAS E ADAPTATIVAS".
CAMPO TECNICO DA INVENCAO

[0001] A presente invencao refere-se a fracdes de ginseng e me-

todos para ativar respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir,
tratar ou melhorar uma condicdo em um individuo, administrando ao
individuo uma quantidade eficaz de uma fracdo de ginseng, uma com-
posicéo farmacéutica ou item alimentar que compreende a fragdo. Tais
condi¢cbes incluem alergias, asma, infecgdes virais e microbianas, e
cancer. As fragbes de ginseng podem ser usadas como adjuvantes de
vacinas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] Um extrato solivel em agua patenteado das raizes de gin-

seng norte-americano (Panax quinquefolium), CVT-E002, esta comer-
cialmente disponivel como COLD-FX®. Este extrato difere de outros
produtos de ginseng asiaticos ou norte-americanos no teor de polissa-
carideos e ginsenosideos, consistindo principalmente em po-
li(furanosil-piranosil-saccarideos. A qualidade de batelada a batelada
do produto é certificada por tecnologia ChemBioPrint®, o que assegu-
ra sua consisténcia quimica bem como farmacoldgica. Este extrato na-
tural patenteado é conhecido por ter efeitos imunomoduladores (Wang
et al. 2001, 2004). CVT-E002 intensifica a proliferacéo de células es-
plénicas do camundongo, e aumenta a producao de interleucina-1 (IL-
), IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a e 6xido nitrico (NO) a patrtir
de macréfagos peritoneais in vitro. A administragcdo de CVT-E002 a
camundongos aumentou 0s niveis séricos de anticorpos de imunoglo-
bulina G (IgG) (Wang et al., 2001) e a dosagem diaria de CVT- E002 a
camundongos com leucemia induzida por virus aumentou as propor-

cOes de macrofagos e células NK na medula éssea e baco, e ao mes-
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mo tempo, reduzindo os numeros de células leucémicas (Miller, 2006).
Em um estudo recente sobre células mononucleares do sangue perifé-
rico (PBMC) cultivadas com virus influenza, CVT-E002 foi eficaz em
intensificar a producgao de IL-2 e interferon y (IFNy) (Jing et al., subme-
tido). IL-2 e IFNy sé&o citocinas de células T NK importantes e estao
associados a respostas imunes adaptativas especificas de virus. Em
um estudo clinico, uma suplementacéo de dose diaria baixa de COLD-
FX® a adultos sadios aumentou a proporcao de células NK no plasma
(Predy et al., 2006).

[0003] Sendo primeira linha de defesa contra patdgenos microbia-
nos, macrofagos e também células NK sdo componentes importantes
de imunidade inata. Estas células atuam imediatamente para limitar a
proliferacdo e disseminacédo de agentes infecciosos através da libera-
cao de agentes antimicrobianos tais como citocinas, interferons e qui-
miocinas e por suas atividades fagociticas ou citociticas.

[0004] Estudos pré-clinicos sugeriram o uso potencial de CVT-
E002 para a profilaxia de infeccdes respiratérias superiores relaciona-
das a virus, e um ensaio clinico que envolveu 198 idosos hospitaliza-
dos foi conduzido. Este estudo demonstrou que a administracéo diaria
de CVT-E002 por 4 meses durante uma ocasiao de influenza reduziu o
risco relativo de enfermidade respiratéria aguda devido ao virus influ-
enza sincicial respiratério em até 89% (McElhaney et al., 2004). Outro
estudo demonstrou também que CVT-E002 reduziu significativamente
a recorréncia de infeccbes respiratérias em 323 adultos sadios de
meia-idade (Predy et al., 2005). O tratamento com CVT-E002 reduziu
também a gravidade e duracdo de sintomas relacionados a infec¢des
do trato respiratério superior em adultos sadios. Em um ensaio duplo-
cego randomizado controlado com placebo de 43 adultos residentes
na comunidade com 65 anos de idade ou mais velhos, a ingestao dia-

ria de CVT-EO002 reduziu o risco relativo e a duracéo de sintomas res-
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piratorios em 48% e 55%, respectivamente. A administracdo diaria de
CVT-EO002 demonstrou ser um meio terapéutico natural e seguro de
prevencao de enfermidade respiratéria em idosos sadios.

[0005] O sistema imunolégico de mamiferos desenvolveu mdultiplos
sistemas defensivos divididos e interativos para proteger contra infec-
cOes, que foram amplamente divididos em imunidade inata e imunida-
de adaptativa. A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra
patdgenos microbianos e atua quase imediatamente para limitar a pro-
liferacdo precoce e disseminacdo de agentes infecciosos através da
ativacdo de células fagociticas e apresentadoras de antigenos, tais
como células dendriticas e macrofagos, e iniciagcdo de respostas infla-
matorias através da liberacdo de uma série de citocinas, quimiocinas e
fatores antimicrobianos, tais como interferons e defensinas. A imuni-
dade inata é evolutivamente remota e por muitos anos seu estudo foi
largamente ignorado por imunologistas como relativamente inespecifi-
ca. Para a maior parte, os seres humanos sao protegidos contra infec-
cao pelo sistema imunoldgico inato. Caso organismos infecciosos pe-
netrem em defesas imunes inatas, as defesas inatas facilitam e orien-
tam a geracao de respostas imunes adaptativas que sao direcionadas
contra determinantes altamente especificos que sdo expressados sin-
gularmente pelo patdgeno invasor. Estas respostas sdo dependentes
do rearranjo de genes receptores de antigenos especificos em células
B e células T, e resultam na producdo de anticorpos especificos de
antigenos de alta afinidade (imunidade humoral) e imunidade de célu-
las ou mediada por células. Os anticorpos facilitam a remocéao, destrui-
cdo ou neutralizacdo de patdgenos extracelulares e suas toxinas. As
respostas imunes medidas por células T ajudam a eliminar ou controlar
patogenos intracelulares. Em contraste com respostas imunes inatas,
as respostas imunes adaptativas tém o icone de memdéria imunoldgica

especifica.
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[0006] Estudos anteriores tentaram determinar como 0 sistema
imunolégico do hospedeiro detecta infeccdo e como ele discrimina en-
tre propria e patdgenos ou ndo-propria infecciosa. A descoberta e ca-
racterizacéo de receptores do tipo Toll (TLRs) proporcionaram grande
discernimento em reconhecimento imunoldgico inato e estabeleceram
um papel fundamental do sistema imunoldgico inato em defesa do
hospedeiro contra infeccdo (Akira et al., 2006; Hargreaves e
Medzhitov, 2005; Kawai e Akira, 2006; Philpott e Girardin, 2004; Seth
et al., 2006). Os TLRs sdo moléculas importantes na imunidade inata e
adaptativa. O sistema imunoldgico inato usa mdultiplas familias de re-
ceptores de reconhecimento de padrbes codificados por linhagem
germinal (PRRs) para detectar infeccdo e disparar uma série de meca-
nismos de defesa antimicrobianos (Janeway e Medzhitov, 1998). Estes
PRRs séo evolutivamente altamente conservados entre as espécies
de plantas e moscas-das-frutas a mamiferos. A estratégia do reconhe-
cimento imunoldgico inato baseia-se na detec¢do estruturas conserva-
das e essenciais presentes em muitos tipos de microorganismos e au-
sentes de células hospedeiras (Janeway, 1992; Janeway e Medzhitov,
1999). Como os alvos do reconhecimento imune inato sdo padroes
moleculares conservados, eles sdo denominados padrdoes associados
a patégenos (PAMPs). Os PAMPS tém caracteristicas importantes que
os tornam alvos ideais para a percepcao imune inata. Os PAMPs sao
produzidos apenas por microorganismos e nao por células hospedei-
ras. Esta é a base para a discriminacdo de proprios e ndo-proprios in-
fecciosos. Os PAMPs séo conservados entre microorganismos de uma
dada classe, permitindo que um numero limitado de PRRs detecte a
presenca de uma grande classe de patdgenos invasores. Por exemplo,
um padrdo em LPS permite que um unico PRR detecte a presenca de
quaisquer bactérias gram-negativas. Os PAMPs sdo essenciais para a

sobrevivéncia microbiana e qualquer mutacdo ou perda de PAMPs é
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letal para o organismo ou reduz grandemente sua aptiddo adaptativa.
Estes novos discernimentos no reconhecimento imune inato estéao re-
volucionando o entendimento da defesa imune, patogénese, e trata-
mento e prevencao de doencgas infecciosas.

[0007] Os TLRs representam uma familia de PRRs que séo evolu-
tivamente receptores transmembrana conservados que detectam
PAMPs e funcionam como receptores de sinalizacdo. Os TLRs foram
descobertos em drosofilas onde eles desempenham um papel no de-
senvolvimento orientagcédo ventral/dorsal das moscas-das-frutas (Stein
et al., 1991). Quando este gene foi mutado, descobriu-se que as mos-
cas que desenvolveram eram "toll" que é uma giria alema para louca
ou "incomum". Além disso, as moscas com mutacao de Tolls demons-
traram ser altamente suscetiveis a infeccfes fungicas (Lemaitre et al.,
1996). Até hoje, 11 TLRs foram identificados em mamiferos, cada um
percebendo um conjunto diferente de estimulos microbianos e ativan-
do vias de sinalizacdo distintas e fatores de transcricdo que acionam
respostas especificas contra os patdégenos (Kawai e Akira, 2005). Os
TLRs sao glicoproteinas de membrana integral tipo | caracterizadas
por dominios extracelulares que contém varios nameros de modelos
com repeticdes ricas em leucina (LRR), um dominio transmembrana e
um dominio sinalizador citoplasmatico homélogo aquele do receptor de
interleucina-1 (IL-IR), denominado dominio de homologia Toll/IL-IR
(TIR) (O'NeUl, 2006). Os dominios LRR s&o constituidos de 19 a 25
modelos LLR tandem, tendo cada um deles um comprimento de 24 a
29 aminoacidos.

[0008] TLR4, o primeiro TLR de mamifero TLR descoberto, com-
provou ser o receptor ha muito tempo buscado para lipopolissacari-
deos bacterianos gram-negativos (LPS) (Medzhitov et al., 1997; Polto-
rak et al., 1998). TLR2 reconhece peptidoglicano, além de lipoprotei-

nas e lipopeptideos de bactérias gram-positivas e micoplasma (Takeda
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et al., 2003; Takeuchi et al., 1999). TLR2 pode formar heterodimeros
com TLR1 ou TLR6 para discriminar entre diacil- e triacil-lipopeptideos,
respectivamente (Takeda et al., 2003). Além disso, TLR2 em colabora-
¢do com o receptor ndo-TLR dectina-1 medeia a resposta a zymosan,
encontrado na parede celular de leveduras (Gantner et al.,, 2003).
TLR5 reconhece flagelina, um componente proteico de flagelas bacte-
rianas (Hayashi et al., 2001). TLR11, um parente proximo de TLRS5, foi
encontrado de forma abundante expressado trato geniturinario de ca-
mundongos e foi associado a protecdo contra bactérias uropatogéni-
cas (Zhang et al., 2004), e demonstrou recentemente reconhecer uma
proteina semelhante a profilina a partir do protozoario parasita Toxo-
plasma gondii (Yarovinsky et al., 2005). TLR3, 7, 8 e 9 reconhecem
acidos nucleicos e ndo sédo expressados sobre a superficie celular,
mas expressados exclusivamente em compartimentos endossGmicos
(Latz et al., 2004; Matsumoto et al., 2003). TLR3 esta envolvido no re-
conhecimento de RNA de filamento duplo (dsRNA) gerado durante in-
feccao viral (Alexopoulou et al., 2001), enquanto que TLR 7 e 8 proxi-
mamente relacionados reconhecem RNA viral de filamento Unico
(ssRNA) rico em guanosina ou uridina (Diebold et al., 2004; Heil et al.,
2004) e moléculas sintéticas semelhantes a imidazoquinolina, imiqui-
mod e resiquimod (R-848) (Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2002). TLR9
medeia o reconhecimento de modelos de DNA CpG n&o-metilado bac-
teriano e viral (Hemmi et al., 2000) e recentemente demonstrou tam-
bém reconhecer componentes patogénicos ndao-DNA, tal como he-
mozoina de parasitas malaricos (Coban et al., 2005). TLR1O desem-
penha um papel na via inflamatéria mediada por patdégenos, reconhe-
cimento de patdgenos e ativacdo de imunidade inata, mas o ligante
TLR10 é presentemente desconhecido.

[0009] Os TLRs podem ser divididos também em seis subfamilias

principais, baseado na similaridade de sequéncias (Roach et al.,
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2005), cada um reconhecendo PAMPS relacionados. A subfamilia que
consiste em TLR1 , TLR2 e TLR6 reconhece lipopeptideos, TLR3 re-
conhece dsRNA, TLR4 reconhece LPS, TLR5 reconhece flagelina, e a
subfamilia TLR9 que inclui TLR7 e TLR8 altamente relacionados reco-
nhece acidos nucleicos. O importante € que a localizacdo subcelular
de TLRs se correlaciona com a natureza de seus ligantes, ao invés de
similaridade de sequéncias (Hargreaves e Medzhitov, 2005). TLR1, 2,
4,5, 6 e 10 estdo presentes sobre a membrana plasmatica superficial
onde eles estdo envolvidos na via inflamatéria mediada por patdégenos
e/ou reconhecem componentes bacterianos e virais, enquanto que 0s
TLRs antivirais, TLR3, 7, 8, e 9, sdo expressados em endossomas in-
tracelulares. Como os acidos nucleicos reconhecidos por TLRs antivi-
rais sdo encontrados também em vertebrados, e sua localizacdo em
endossomas limita sua reatividade para acidos nucleicos proprios (Bar-
ton et al., 2006). TLR1 esta presente sobre a superficie celular e € um
receptor para bactérias uropatogénicas e protozodrios parasitas.
[00010] A sinalizacdo por TLRs € complexa e foi revisada alhures
(Akira e Takeda, 2004; O'Neill, 2006). Resumidamente, todos TLRs
com a excecado do sinal de TLR3 através do fator 88 de diferenciacao
mieloide de molécula adaptadora (MyD88), uma proteina citoplasmati-
ca que contém um dominio de TIR e um dominio de morte. Enfim, NF-
kKB e MAPKSs sédo ativados a jusante de TRAF6 levando a producao de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-q, IL-6, IL- I
e IL- 12. Além de MyD88, o sinal de TLR3 e TLR4 através de TRIF,
outro adaptador que contém TIR que é necessario para a producéo de
genes de interferons do tipo | e dependentes de interferons do tipo I.
[00011] Os TLRs séo expressados em uma série de células imunes
e ndo-imunes. Os macrofagos murinos expressam TLR1 -9, refletindo
sua importancia na iniciacdo de respostas pro-inflamatorias. As DCs

plasmacitoides (pDCs) que produzem grandes quantidades de interfe-
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rons tipo | durante infecgbes virais expressam TLR7 e 9. Todas DCs
convencionais no camundongo expressam TLR1, 2, 4, 6, 8 e 9, en-
guanto que TLR3 fica confinado ao subconjunto CD8+ e CD4- CD8-
DC (lwasaki e Medzhitov, 2004). Em humanos, a expressao de TLR9 é
restrita a pDCs e células B (Bauer et al., 2001; Krug et al., 2001).
[00012] H& grande interesse no entendimento da expressao de
TLRs em células epiteliais (ECs) de mucosas que servem como a pri-
meira linha de defesa contra a maioria das infec¢cées. Em estudos re-
centes (Yao X-D et al., 2007), concentrou-se em entender a expressao
e regulacdo de TLRs em ECs no trato genital de camundongos e hu-
manos. Microdissec¢ao por captura a laser (LCM) foi usada para de-
monstrar que o ciclo estral em camundongos fémeos influencia pro-
fundamente a expressao de TLRs no epitélio vaginal. A expresséo do
RNAmM de essencialmente todos TLRs exceto TLR11 foi aumentada
significativamente durante o diestro e especialmente apds o tratamen-
to com a progestina de longa atuacdo Depo-Provera (Yao X-D et al.,
manuscrito submetido). Estas descobertas contribuem para a compre-
ensao de defesa imune inata contra infec¢cGes transmitidas sexualmen-
te, e aumentam a qualidade da saude reprodutiva das fémeas.

[00013] A distribuicdo de ligantes de TLRs em mucosas, incluindo
oligodesoxinucleotideos CpG (ODN que é um ligante para TLR9),
dsRNA, e flagelina, podem induzir um efeito antiviral inato que pode
proteger camundongos contra desafio intravaginal (IVAG) com HSV-2
(Ashkar e Rosenthal., 2002). Estudos demonstraram que a administra-
cao intranasal de glicoproteina do envelope purificada (gB) de HSV-2
mais ODN CpG como um adjuvante induziu forte IgA e IgG especifica
de Gb no trato vaginal (persistindo durante o ciclo estral inteiro), bem
como CTL especifico de gB sistémico e genital, e protegeu contra in-
feccao letal por FVAG HSV-2 (Gallichan et al.,, 2001). Subsequente-

mente, demonstrou-se que a imunizagao intranasal com HW-1 deple-
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tado de gpl20 inativado mais ODN CpG induziu IgA anti-HTV no trato
genital e respostas imunes mediadas por células T especificas de HIV,
incluindo a producdo de quimiocinas IFNy e B (Dumais et al., 2002).
Além disso, camundongos imunizados por via intranasal com HIV-I
mais CpG induziram células T CD8+ no trato genital, proporcionando
protecdo cruzada contra desafio de clades com virus da vacinia re-
combinantes que expressam HIV-I gag de diferentes clades (Jiang et
al., 2005). Mais recentemente, embora o trato genital tenha sido consi-
derado como sendo um local indutivo imune fraco, especialmente de-
pois da imunizacdo com antigenos nédo-replicantes, a imunizacao in-
travaginal (IVAG) de camundongos fémeos com a subunidade recom-
binante HSV-2 gB mais CpG induziu niveis mais altos de anticorpos de
IgG e IgA especificos de Gb no soro e em lavagens vaginais versus
camundongos imunizados com o antigeno isoladamente e os camun-
dongos imunizados com gB mais CpG estavam mais bem protegidos
contra infeccdo por HSV-2 (Kwant e Rosenthal., 2004). Assim sendo, é
possivel induzir respostas imunes protetoras depois da imunizacao
IVAG com um antigeno proteina com subunidade n&o-replicante desde
gue um adjuvante de mucosa apropriado seja usado.

[00014] Estudos recentes demonstraram que PAMPSs, incluindo
DNA CpG, dsRNA, e LPS eram capazes de inibir o virus do herpes
simples tipo 2 (HSV-2) e o virus da estomatite vesicular (VSV) in vitro
(Ashkar et al., 2003 Sc 2004). Uma unica dose de ODN CpG distribui-
da por via transmucosa para a mucosa vaginal, na auséncia de qual-
qguer antigeno, protegeu contra infeccdo genital com doses letais de
HSV-2. Esta protecado foi mediada pelo sistema imunoldgico inato, pois
ela ocorreu em camundongos knockout que careciam de células B e T.
A distribuicdo IVAG local IVAG de ODN CpG resultou em rapida proli-
feracdo de e espessamento no epitélio vaginal e inducédo de um estado

antiviral dependente de TLR-9 que ndo bloqueou a entrada do virus,

Petico 870210014167, de 11/02/2021, pég. 15/54



10/41

mas inibiu a replicacdo viral em células epiteliais vaginais (Ashkar et
al., 2003). A administragdo para a mucosa de dsRNA, o ligante de
TLR3, protegeu contra infeccdo vaginal por HSV-2 sem a inflamacéo
local ou sistémica observada com ODN CpG (Ashkar et al., 2004). Por-
tanto, a distribuicdo local do ligante de TLR3 pode ser um meio mais
seguro para proteger contra infeccao viral genital.

[00015] Os TLRs induzem uma série de respostas dependendo do
tipo de célula na qual elas sdo ativadas (Ashkar e Rosenthal, 2002;
Iwasaki e Medzhitov, 2004). Por exemplo, o tratamento de DCs com
DNA CpG que atua através de TLR9 ativa as DCs para amadurecer,
incluindo a regulacdo ascendente de MHC classe Il e moléculas co-
estimuladoras, bem como a producéo de citocinas pro-inflamatérias,
guimiocinas, e intensificacdo da apresentacdo de antigenos. Similar-
mente, o tratamento de células B com CpG induz sua ativagéo e proli-
feracdo, secrecdo de anticorpo bem como IL-6 e IL-10, e as células B
ficam resistentes a apoptose. A ativacdo de células imunes por inter-
médio de DNA CpG induz uma resposta dominada por Thi.

[00016] Os mecanismos pelo quais os PRRs medeiam a defesa do
hospedeiro contra patdgenos sdo o cerne de intensa pesquisa. Devido
a sua capacidade de intensificar respostas imunes inatas, ha uma ne-
cessidade de se obter estratégias inusitadas para usar ligantes, ago-
nistas ou antagonistas sintéticos de PRRs (isto &, "produtos imunolégi-
cos inatos") como agentes autbnomos para proporcionar protecdo ou
tratamento contra infeccdo por bactérias intracelulares, parasitas e vi-
rus. Além disso, a ativacado do sistema imunoldgico inato através de
PRRs, usando seus respectivos ligantes ou agonistas representa uma
estratégia para intensificar respostas imunes contra patbgenos especi-
ficos, tornando-os agentes que sinalizam por intermédio de PRRs ad-
juvantes potenciais de vacinas.

[00017] H& uma necessidade de se obter uma fracdo ou composi-
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cdo herbacea natural, que ativa especificamente as respostas imunes
inatas e adaptativas para tratar condicdes associadas tais como aler-
gias, asma, infec¢des virais e microbianas, e cancer sem causar efei-
tos colaterais prejudiciais ou desconforto. Os tipos de respostas imu-
nes sao bem conhecidos. Respostas Thl sédo caracterizadas pela ge-
racao de ceélulas T exterminadoras e certos anticorpos em resposta a
patdgenos intracelulares e defeitos intracelulares tais como canceres.
Respostas Th2 combatem patdgenos extracelulares. Reacdes alérgi-
cas ocorrem em resposta a substancias ambientais (isto €, alérgenos),
e sao o resultado de respostas Th2 especificas. As respostas Th2 sdo
caracterizadas pela geracdo de outros tipos especificos de anticorpos
e sao tipicas de reacbes alérgicas, nas quais um alérgeno é erronea-
mente tido como patdgeno sobre a superficie da mucosa e dispara
uma resposta que resulta em sintomas tais como olhos lacrimejantes,
inflamacdo das vias aéreas e contracdo células musculares das vias
aéreas nos pulmdes. A ativacdo de TLRs induz as células apresenta-
doras de antigenos a produzirem citocinas que favorecem respostas
imunes Thl, prevenindo ou reduzindo desta forma o desenvolvimento
de respostas Th2 prejudiciais devido a exposicéo a alérgenos.

[00018] As alergias sédo caracterizadas especificamente pela ativa-
cao excessiva de leucocitos denominados mastocitos e basofilos por
IgE, resultando em uma resposta inflamatéria extrema. Quando uma
pessoa suscetivel a alergias € inicialmente exposta a um alérgeno,
grandes quantidades do anticorpo de IgE especifico correspondente
sao produzidas. As moléculas de IgE aderem a superficie de mastoci-
tos (no tecido) ou basdfilos (na circulacdo). Os mastdcitos sdo encon-
trados nos pulmdes, pele, lingua, e revestimentos do nariz e trato in-
testinal. Quando um anticorpo de IgE sobre um mastocito ou basofilo
encontra seu alérgeno especifico, o anticorpo de IgE sinaliza para o

mastécito ou basoéfilo liberar produtos quimicos tais como histamina,
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heparina, e substancias que ativam plaquetas sanguineas e atraem
células secundéarias tais como eosindfilos e neutrofilos. O mastocito ou
basdfilo ativado sintetiza novos mediadores, incluindo prostaglandinas
e leucotrienos. Estes mediadores quimicos causam 0s sintomas asso-
ciados a alergias, incluindo respiracéo dificultosa e sibilante, espirro,
olhos gotejantes e coceira. As reacfes alérgicas comuns incluem ec-
zema, urticérias, febre do feno, asma, alergias alimentares, e reacdes
ao veneno de insetos picadores tais como vespas e abelhas.

[00019] Uma exacerbacdo de asma é uma deterioracdo séria na
funcédo pulmonar de um paciente, resultando frequentemente em hos-
pitalizacdo e mesmo morte. A asma ocorre quando as principais pas-
sagens de ar dos pulmdes, os tubos bréonquicos, ficam inflamadas. Os
musculos das paredes brénquicas estreitam, e as células nos pulmdes
produzem mais muco estreitando ainda mais as vias aéreas, causando
respiracao sibilante leve até dificuldade severa em respirar. A asma é
frequentemente disparada por uma infeccéo viral respiratoria, tal como
o resfriado comum, mas outros irritantes tais como fumaca de cigarro,
acaros da poeira, caspa de animais, polen de plantas, poluicdo do ar,
desodorantes e perfume podem tornar os sintomas mais frequentes,
severos e incontrolaveis. Outros disparadores de asma incluem exer-
cicio, ar frio, e tensdo emocional. A maioria das exacerbacdes de as-
ma € precipitada por infeccdes virais comuns das vias aéreas. Em cri-
ancas, sendo atopicas e tendo uma infeccao viral, sédo dois fatores de
risco importantes para serem admitidas em um hospital devido a en-
fermidade de respiracéo dificultosa e sibilante. Embora a importancia
clinica de ataques de asma e especificamente a exacerbacéo viral da
asma seja evidente, as razdes pelas quais 0s pacientes com asma se
tornam tdo enfermas depois de serem infectadas pelos virus do resfri-
ado comum permanecem sendo pouco entendidas.

[00020] Normalmente, as infec¢bes virais causam um influxo de
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neutrofilos para dentro das vias aéreas com um componente de célu-
las mononucleares grandes de predominantemente células T CD8+.
Entretanto, ficou evidente que as infec¢des virais podem produzir uma
série de respostas inflamatdrias, incluindo eosinofilia das vias aéreas,
dependendo das condi¢des preexistentes do hospedeiro. Em indivi-
duos atopicos, a infeccdo experimental por rinovirus aumenta o recru-
tamento de eosindfilos para as vias areas depois do desafio pelo anti-
geno e causa maior reatividade das vias aéreas em comparacdo com
individuos nédo alérgicos. Depois da infeccdo intranasal por rinovirus,
bidpsias das vias aéreas inferiores de individuos asmaticos contém
maior quantidade de eosinoéfilos, o que persiste mesmo na convales-
céncia. Em pacientes com asma, a presenca de eosinofilos nas vias
aéreas durante os periodos de exacerbacdes foi bem estabelecida. A
descoberta de eosindfilos nas vias aéreas durante a exacerbacao da
asma se torna um tanto paradoxal, considerando que estas exacerba-
cOes sao frequentemente disparadas por infeccéao viral. Embora a as-
sociacdo de eosindfilos e seus produtos de desgranulacdo nas vias
aéreas tenha sido descrita durante infeccdo viral em pacientes com
asma, ndo se sabe se os eosindfilos estdo ativos em resposta ao virus
e como esta ativacao poderia ocorre.

[00021] Para que uma exacerbacdo de asma ocorra, o a atual com-
preensdo sugere que células efetoras (isto €, eosindfilos, mastocitos,
basdfilos, neutréfilos) podem ser ativadas. A figura 1 ilustra um modelo
de liberacdo de mediadores de eosindfilos, induzida por virus nas vias
aéreas, que resulta em hiper-reatividade das vias aéreas por interme-
dio de disfuncéo do controle neural do muasculo liso das vias aéreas. O
virus ou antigeno de virus é apresentado para células T de memoria.
Células T ativadas (CD4) liberam um fator de desgranulacdo soluvel
desconhecido, similarmente a uma citocina, tal como GM-CSF. Estas

células T podem também expressar ligantes da superficie celular, por
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exemplo, ICAM-1. Os eosinofilos respondem ao mediador soluvel, li-
gantes da superficie celular, ou uma combinacéo deles com liberacéo
de varios mediadores de eosinofilos (isto €, a proteina basica impor-
tante de eosindfilos, eosindfilo peroxidase, RANTES).

[00022] Em asmaticos, a liberacdo de mediadores de eosindfilos,
induzida pelo virus nas vais aéreas se correlaciona com o desenvolvi-
mento de exacerbacdo de asma. Para que o eosinofilo seja envolvido
no desenvolvimento de exacerbacfes de asma induzida por virus, ele
deve responder ao virus indiretamente por intermédio de outra célula
ou diretamente. Este processo representaria a liberacdo de mediado-
res de eosindfilos, induzida por virus.

[00023] Meédicos ocidentais tém sido relutantes em prescrever re-
meédios herbaceos devido a falta de pesquisa cientifica das suas pro-
priedades preventivas e terapéuticas. Entretanto, os remédios herba-
Ceos nao requerem o tempo extenso de desenvolvimento e os altos
custos normalmente encontrados com farmacos sintéticos. Além disso,
eles estado facilmente disponiveis e oferecem ao individuo uma alterna-
tiva mais confortavel e ndo dispendiosa com minimos efeitos colaterais
em comparacao com medicacdes receitadas ou vacinas.

SUMARIO DA INVENGCAO

[00024] Em uma modalidade, a presente invencéo refere-se a um

método para tratar uma condicdo suscetivel ao tratamento por ativa-
cao de sinalizacdo de imunidade inata em um individuo que necessita
esse tratamento, compreendendo administrar ao individuo uma quan-
tidade eficaz de pelo menos uma fragéo de ginseng. Em uma modali-
dade, a condicdo é selecionada entre uma alergia, asma, infeccéo vi-
ral, infeccdo microbiana ou cancer. Em uma modalidade, a infeccao
viral € de um virus respiratorio ou transmitido pela mucosa, incluindo,
porém sem limitagcdes, virus influenza, coronavirus, virus do herpes,

virus sincicial respiratério, rabdovirus, ou virus da imunodeficiéncia
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humana.

[00025] Em uma modalidade, a fracdo é fabricada a partir de um
ginseng selecionado entre Panax quinquefolius, Panax trifolia, Panax
ginseng, Panax japonicus, Panax schinseng, Panax notoginseng, Pa-
nax pseudoginseng, Panax vietnamensis, Panax elegatior, Panax
wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fresco, ginseng
branco, ou ginseng vermelho. Em uma modalidade, a fracdo € uma
fracdo de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fracdo é seleci-
onada entre CVT-E002, PQ2, PQ223 ou fragbes purificadas a partir de
CVT-E002, PQ2 e PQ23. Em uma modalidade, a fracdo é CVT-E002.
Em uma modalidade, CVT-E002 modula a transducao de sinais a par-
tir de um receptor semelhante a Toll. Em uma modalidade, o receptor
semelhante a Toll é o receptor semelhante a Toll 2. Em uma modali-
dade, o receptor semelhante a Toll € um heterodimero do receptor
semelhante a Toll 2 e do receptor semelhante a Toll 6. Em uma moda-
lidade, o receptor semelhante a Toll € um heterodimero do receptor
semelhante a Toll 2 e do receptor semelhante a Toll 1. Em uma moda-
lidade, o receptor semelhante a Toll é receptor semelhante a Toll 4.
Em uma modalidade, CVT-E002 induz a regulacdo ascendente de lin-
focitos e células apresentadoras de antigenos, secrecdo de citocinas,
secrecao de fatores antivirais, ou combinagdes deles.

[00026] Em uma modalidade, a presente invencao refere-se a uma
fracdo de ginseng para a ativacéo de respostas imunes inatas e adap-
tativas para prevenir, tratar ou melhorar uma condicdo. Em uma moda-
lidade, a fracdo é fabricada a partir de um ginseng selecionado entre
Panax quinquefolius, Panax trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus,
Panax schinseng, Panax notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax
vietnamensis, Panax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis,
ginseng verde ou fresco, ginseng branco, ou ginseng vermelho. Em

uma modalidade, a fragcdo é uma fracdo de Panax quinquefolius. Em
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uma modalidade, a fracdo € selecionada entre CVT-E002, PQ2, PQ223
ou fragOes purificadas a partir de CVT-E002, PQ2 e PQ223. Em uma
modalidade, a fracdo é CVT-E002.

[00027] Em uma modalidade, a presente invencéo referes-e a uma
composicdo farmacéutica que compreende uma fracdo de ginseng em
combinacdo com outro medicamento ou com um ou mais carreadores
farmaceuticamente aceitaveis, incluindo itens alimenticios para a ati-
vacao de respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar
ou melhorar uma condicdo. Em uma modalidade, a fracdo € fabricada
a partir de um ginseng selecionado entre Panax quinquefolius, Panax
trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax schinseng, Panax
notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax viethamensis, Panax ele-
gatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fres-
co, ginseng branco, e ginseng vermelho. Em uma modalidade, a fra-
cdo é uma fracdo de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fra-
cdo é selecionada entre CVT-E002, PQ2, PQ223 ou fracdes purifica-
das a partir de CVT-E002, PQ2 e PQ223. Em uma modalidade, a fra-
cdo é CVT-E002.

[00028] Em uma modalidade, a presente invencao refere-se a um
item alimenticio que compreende uma fracdo de ginseng para a ativa-
cao de respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou
melhorar uma condicdo. Em uma modalidade, a fracdo é fabricada a
partir de um ginseng selecionado entre Panax quinquefolius, Panax
trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax schinseng, Panax
notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax viethamensis, Panax ele-
gatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fres-
co, ginseng branco, ou ginseng vermelho. Em uma modalidade, a fra-
cdo é uma fracdo de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fra-
cao e selecionada entre CVT-E002, PQ2, PQ223 ou fragOes purificadas
a partir de CVT-E002, PQ2 e PQ223. Em uma modalidade, a fracdo é
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CVT- EO0O2.

[00029] Em outra modalidade, a presente invencao refere-se ao uso
de uma fracdo de ginseng para a preparacdo de uma composicao far-
macéutica ou um item alimenticio para a ativacdo de respostas imunes
inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou melhorar uma condicao.
Em uma modalidade, a condicéo € selecionada entre uma alergia, as-
ma, infecg¢ao viral, infeccdo microbiana ou cancer. Em uma modalida-
de, a infeccao viral € de um virus respiratério ou transmitido pela mu-
cosa, incluindo, porém sem limitacGes, virus influenza, coronavirus,
virus do herpes, virus sincicial respiratorio, rabdovirus, ou virus da
imunodeficiéncia humana. Em uma modalidade, a fracédo é fabricada a
partir de um ginseng selecionado entre Panax quinquefolius, Panax
trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax schinseng, Panax
notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax viethamensis, Panax ele-
gatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fres-
co, ginseng branco, ou ginseng vermelho. Em uma modalidade, a fra-
cdo é uma fracdo de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fra-
cao é selecionada entre CVT-E002, PQ2, PQ223 ou fragBes purificadas
a partir de CVT-E002, PQ2 e PQ223. Em uma modalidade, a fragdo é
CVT-EO002.

[00030] Em outra modalidade, a presente invencao refere-se a um
método para ativar respostas imunes inatas e adaptativas para preve-
nir, tratar ou melhorar uma condicdo em um individuo que necessita
dessa ativagcao, administrando uma fracdo de ginseng ou uma compo-
sicdo farmacéutica que compreende a fragdo em combinagdo com ou-
tro medicamento ou com um ou mais carreadores farmaceuticamente
aceitaveis, incluindo itens alimenticios, ao individuo.

[00031] Em ainda outra modalidade, a presente invencao refere-se
a um meétodo para prevenir, tratar ou melhorar uma condicdo associa-

da a ativacéo da sinalizacdo de imunidade inata, compreendendo mo-
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dular a transducéo de sinais a partir de receptores semelhantes a Toll,
administrando uma fracdo de ginseng a um individuo que necessita
dela.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00032] A figura 1 ilustra um modelo de trabalho de liberacdo de

mediadores de eosinofilos, induzida por virus nas vias aéreas.

[00033] A figura 2 ilustra a liberacdo de eosinofilo peroxidase a par-
tir de eosindfilos humanos depois de cocultura com virus parainfluenza
e varias combinagbes de linfocitos autdlogos, células dendriticas, e
macrofagos (p<0,001). Cada barra € a média * erro padrdao da média
(SEM) de pelo menos doze experimentos usando diferentes doadores.
[00034] A figura 3 ilustra que a proliferacdo de linfécitos (medida
pela incorporagdo de H3-timidina) ocorre depois de seis dias de cultura
(34 °C, 5% de CO2) com virus parainfluenza e células apresentadoras
de antigeno (isto €, macrofagos e células dendriticas). Cada barra é a
média + erro padrdo da média (SEM) de pelo menos cinco experimen-
tos usando diferentes doadores para o virus ativo. Resultados simila-
res foram obtidos com RSV (dados né&o ilustrados).

[00035] A figura 4 ilustra os resultados de citometria de fluxo para
caracterizar linfocitos em co-cultura com células dendriticas.

[00036] A figura 5 ilustra uma tabela que lista citocinas/quimiocinas
medidas por ELIS A/Searchlight, n=1. As setas representam valores
em relag&o ao respectivo controle apropriado.

[00037] A figura 6 ilustra a que proliferacdo de linfocitos (visualizada
por microscopia luminosa e medida por incorporacdo de H3-timina)
ocorre depois de seis dias em cultura (34 °C, 5% de CO2) com linféci-
tos, CVT-E002 e células dendriticas.

[00038] As figuras 7A-D ilustram os resultados da analise por cito-
metria de fluxo da apresentacdo de antigeno e maturacdo de DCs. A

figura 7A ilustra as subpopulacdes de células. A figura 7B ilustra os
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resultados da triagem de células quanto a absorcdo de DQ-OVA e de-
gradacao sob diferentes condi¢gbes. Os valores representam a porcen-
tagem de células dentro de cada categoria que sdo DQ-OVA positivas.
A figura 7C ilustra a avaliagdo da maturacao de DCs por meio de ta-
manho e granularidade (os valores representam a porcentagem de ceé-
lulas totais presentes em cada categoria). A figura 7D sdo imagens da
citometria de fluxo, representando as subpopulacdes de DC sem (a
esquerda) e com (a diretita) tratamento com CVT-E002.

[00039] As figuras 8A e 8B ilustram que o tratamento com CVT-
E002 estimula a producdo de IL-6 (figura 8A) e IFN-B (figura 8B) em
células RAW264.7 in vitro.

[00040] A figura 9 ilustra que o tratamento com CVT-E002 estimula
a producéao de 6xido nitrico in vitro.

[00041] A figura 10 ilustra a producdo de IL-6 por mondci-
tos/macréfagos humanos primarios depois da incubacdo com CVT-
EO002.

[00042] As figuras 11A e 11B ilustram que CVT-E002 inibe significa-
tivamente a replicagéo de VSV in vitro.

[00043] A figura 12 ilustra a producao de IL-6 durante o tratamento
com CVT-EO002 ou HT-1001 de macrofagos peritoneais de MyD88-/- e
C57BL/6.

[00044] As figuras 13A e 13B ilustram a producao de IL-6 (figura
13A) ou IFN-B (figura 13B) durante o tratamento com CVT-E002 ou
HT-1001 de macréfagos peritoneais de C57BL/6 e MyD88-/-.

[00045] A figura 14 ilustra que o tratamento com CVT-E002 durante
um periodo de 24 horas estimula a producéo de IL-8 em células 293
transfectadas com hTLR2, hTLR1/2, hTLR2/6 e hTLR4 (Controles
Pam3CSK/LPS). hTLR4 representa a co-expressdo de hTLR4 com
MDR e CD14.

[00046] A figura 15 ilustra que o tratamento com CVT-E002 durante
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um periodo de 48 horas estimula a producéo de IL-8 em células 293
transfectadas com hTLR2, hTLR1/2, hTLR2/6 e hTLR4 (Controles
Pam3CSK/LPS). hTLR4 representa a co-expressdao de TLR4 com
MDR e CD 14.

[00047] As figuras 16A e 16B ilustram que o tratamento com CVT-
E002 inibe o desenvolvimento de hiper-responsividade das vias aéreas
(AHR) (figura 16A) e diminui a quantidade de inflamacé&o eosinofilica
das vias aéreas (figura 16B).

[00048] As figuras 17A e B demonstram que a distribuicdo de CVT-
E002 para interfaces de mucosas oferece protecdo contra um virus
(HS V-2) distribuido para as mesmas superficies de mucosas. A figura
17A ilustra as pontuacdes de patologia vaginal de camundongos
C57BL/6 que receberam CVT-E002, HTIOOI ou PBS rVAG apos desa-
fio com HS V-2 IVAG. A figura 17B ilustra a sobrevivéncia percentual
de camundongos C57BL/6 que receberam CVT-E002, HTIOOI ou PBS
IVAG apés desafio com HSV-2 IVAG.

[00049] Aspectos e vantagens adicionais da presente invencao fica-
rdo evidentes a partir da descricdo que se segue. Deve-se entender,
entretanto, que a descricdo detalhada e os exemplos especificos, em-
bora indicando modalidades preferidas da invencédo, sdo fornecidos
meramente a titulo ilustrativo, pois varias mudancas e modificacdes
dentro do espirito e ambito da invencao ficardo evidentes para os ver-
sados nessas técnicas a partir desta descricdo detalhada.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[00050] Quando se descreve a presente invencao, todos os termos

nao definidos tém seus significados comuns reconhecidos nessas téc-
nicas. Como a descricdo que se segue é de uma modalidade especifi-
ca ou uso especifico da invencédo, pretende-se que seja meramente
ilustrativa e nao limitativa da invencéao reivindicada. A descricao que se

segue pretende cobrir todas alternativas, modificacbes e equivalentes
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que estao incluidas no espirito e ambito da invencdo, como definida
nas reivindicagbes apensadas.

[00051] Como aqui utilizados e nas reivindicacdes, os termos e fra-
ses enunciadas abaixo tém os significados que se seguem.

[00052] “"Biocompativel” significa ndo gerar qualquer resposta inde-
sejavel significativa do hospedeiro para a utilidade pretendida. Mais
preferivelmente, os materiais biocompativeis sdo atoxicos para a utili-
dade pretendida. Assim sendo, para utilidade humana, biocompativel é
mais preferivelmente atoxico para os seres humanos ou tecidos hu-
manos.

[00053] "Carreador" significa um veiculo apropriado que é biocom-
pativel e farmaceuticamente aceitavel, incluindo, por exemplo, um ou
mais diluentes sdlidos, semissolidos, ou liquidos, excipientes, adjuvan-
tes, sabores, ou sustancias de encapsulacéo que sao apropriadas pa-
ra administracéao.

[00054] "Individuo" significa seres humanos ou outros vertebrados.
O individuo pode ser uma crianca ou um adulto.

[00055] Um "alimento funcional" é similar em aparéncia, ou pode
ser um alimento convencional que € consumido como parte de uma
dieta usual, e demonstra ter beneficios fisioldgicos e/ou reduzir o risco
de doenca além das func¢des nutricionais basicas, isto €, eles contém
um ingrediente ativo.

[00056] Um "produto nutracéutico” € um produto isolado ou purifi-
cado a partir de alimentos, que é comercializado genericamente em
formas medicinais associadas com alimentos. Um produto nutracéutico
deve ter um beneficio fisiolégico ou proporcionar protecdo contra do-
enca.

[00057] Um "adjuvante de vacina" significa qualquer substancia ou
composto capaz de promover uma resposta imune aumentada ou in-

tensificada quando adicionado a uma vacina.
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[00058] Uma "vacina" significa qualquer composto ou preparagao
de antigenos desenhada para estimular uma resposta imune normal. A
vacina pode ser profilatica ou terapéutica.
[00059] "Quantidade eficaz" e/ou "quantidade terapéutica" significa
uma dosagem suficiente para proporcionar prevencéo, tratamento e/ou
melhora do estado doentio que esta sendo tratado. Ela variara depen-
dendo do paciente, da doenca e do tratamento que estd sendo efetua-
do. Por exemplo, no caso e uma infeccéo viral, uma "quantidade efi-
caz" é aquela quantidade necessaria para melhorar substancialmente
a possibilidade de tratar a infeccéo, particularmente aquela quantidade
que melhora a possibilidade e prevenir infeccdo ou eliminar infecgéo
com sucesso quando ela ocorreu.
[00060] Uma "frac&o" significa uma preparacdo concentrada obtida
a partir da extracdo de uma planta ou parte de planta com um solvente
apropriado, tal como, por exemplo, agua, etanol, uma mistura deles,
6leos ou qualquer outro solvente apropriado bem conhecido nessas
técnicas de extracdo vegetal. A fracdo ou extrato pode ser usado como
esta caso seja farmacologicamente aceitavel, ou o solvente das solu-
cOes resultantes € removido e o residuo € usado como esta depois de
elaboracao adicional, por exemplo, depois de resolver ou recolocar em
suspensdo em um solvente apropriado. O termo "planta" significa a
planta integral e partes da planta que compreendem os ingredientes
ativos, por exemplo, as folhas, hastes, frutos ou raizes.
[00061] "Ginseng" significa qualquer variedade e tipo de ginseng,
incluindo, porém sem limitacOes, aqueles listados abaixo.

TABELA 1. Variedades e Tipos de Ginseng

Nomes Latinos / Nomes Comuns
[00062] Os versados nessas técnicas devem entender que ha mui-
tos outros géneros de plantas do género Panax pertencentes ao espé-

cime das aralidceas a partir das quais as fracbes de ginseng podem
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ser obtidas e usadas dentro do contexto da presente invencédo. O ter-
mo "ginseng" inclui também ginseng selvagem ou processado. O gin-
seng selvagem é ginseng que nao foi plantado e cultivado domestica-
mente, mas cresce naturalmente e é colhido de qualquer lugar onde
ele & encontrado crescendo. O ginseng processado inclui, por exem-
plo, ginseng fresco ou verde, ginseng branco, e ginseng vermelho. O
ginseng fresco ou verde é ginseng bruto colhido no campo. O ginseng
branco é obtido desidratando o ginseng fresco, e o ginseng vermelho é
obtido cozinhando no vapor o ginseng fresco, e em seguida, desidra-
tando o ginseng cozido no vapor.

[00063] Uma "fracdo de ginseng" or “fragcdes de ginseng" significa
fracOes de qualquer variedade e tipo de ginseng listado na tabela 1 ou
descrito acima, e subfracOes obtidas a partir destas fracbes de gin-
seng, que apresentam a atividade de ativar respostas imunes inatas e
adaptativas para prevenir, tratar ou melhorar uma condicdo em um in-
dividuo, verificada conduzindo uma ou mais avaliacdes farmacolbgicas
in vitro ou in vivo.

[00064] "CVT-E002" significa uma fracdo de ginseng exemplificativa
obtida a partir de Panax quinquefolius, e que tem propriedades imunor-
reguladoras (como descrito anteriormente nas patentes n% US
6.432.454; 7.067.160; 7.186.423 e 7.413.756, que sdo aqui incorpora-
das como referéncia. CVT-E002 apresenta a atividade adicional de
ativar respostas imunes inatas e adaptativas, como aqui descrito.
[00065] "PQ:2" significa uma fracdo de ginseng exemplificativa obtida
a partir de Panax quinquefolius, e que tem propriedades imunorregula-
doras como descrito anteriormente nas patentes n% US 6.432.454;
7.067.160; 7.186.423 e 7.413.756, que sao aqui incorporadas como
referéncia.

[00066] "PQ223" significa uma fracdo de ginseng exemplificativa

obtida a partir de Panax quinquefolius, e que tem propriedades imunor-
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reguladoras como descrito anteriormente nas patentes n% US
6.432.454; 7.067.160; 7.186.423 e 7.413.756, que sd&o aqui incorpora-
das como referéncia.

[00067] Os versados nessas técnicas devem avaliar que fracdes de
plantas ou partes de plantas diferentes de ginseng, ou fracdes sintéti-
cas que podem ser igualmente bem usadas no presente contexto, es-
tdo dentro do ambito da presente invencao, desde que suas proprie-
dades quimicas e atividades sejam suficientemente similares as da
fracdo de ginseng aqui utilizada.

[00068] A presente invencéao refere-se a uma fragao de ginseng, ou
uma composicdo farmacéutica ou item alimenticio que compreende a
fracdo, para ativar respostas imunes inatas e adaptativas para preve-
nir, tratar ou melhorar uma condicdo. Além disso, a presente invengao
refere-se a uma fragcdo de ginseng, ou uma composi¢cao farmacéutica
ou item alimenticio que compreende a fracdo, para a ativacdo do sis-
tema imunoldgico inato e adaptativo através de receptores de reco-
nhecimento de padrbes (PPRs), tais como os receptores semelhantes
a Toll, para tratar, prevenir ou melhorar varias condices em um indivi-
duo. Tais condicdes incluem, porém sem limitacdes, infeccdes virais e
microbianas, alergias, asma e cancer. Que seja do conhecimento dos
inventores, esta € a primeira vez que uma fracdo derivada de planta
natural demonstrou ativar especificamente o sistema imunoldgico de
mamiferos por intermédio de PRRs. Em uma modalidade, a fragdo de
ginseng € uma fracdo de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a
fracdo de ginseng é selecionada no grupo que consiste em CVT-E002,
PQ2, PQ23 e fracOes purificadas a partir de CVT-E002, PQ2 e PQ2zs.
Em uma modalidade, a fracdo de ginseng é CVT-E002.

[00069] A fracdo de ginseng é preparada tipicamente primeiramente
desidratando e pulverizando a planta ou parte da planta de ginseng, e

depois realizando um processo de extracdo, usando um solvente
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apropriado, tipicamente agua, etanol, mistura de etanol/agua, metanol,
butanol, isobutanol, acetona, hexano, éter de petréleo ou outros sol-
ventes organicos. A fragdo ou extrato pode ser entdo evaporado ainda
mais e, assim sendo, concentrado para produzir um extrato desidrata-
do por meio de atomizacdo, secagem em forno a vacuo, ou secagem
por congelamento. Os processos para fabricar fracbes de ginseng
exemplificativas selecionadas no grupo que consiste em CVT-E002,
PQ2, PQ223 e fracBes purificadas a partir de CVT-E002, PQ2 e PQ223, a
partir de um extrato solivel em agua da parte da raiz de Panax quin-
quefolius foram descritos anteriormente nas Patentes N2 U.S.
6.432.454; 7.067.160; 7.186.423 e 7.413,756, cujos teores sdo aqui
incorporados como referéncia.

[00070] Depois de preparada, a fracdo de ginseng é avaliada para
determinar e confirmar a atividade de ativar respostas imunes inatas e
adaptativas conduzindo uma ou mais avaliacdes farmacologicas in vi-
tro ou in vivo. Na presente invengédo, tais avaliacdes incluem, porém
sem limitacGes, um estudo in vitro dos efeitos de uma fragcao de gin-
seng exemplificativa, CVT- E002, sobre a replicacdo de virus (vide
Exemplos 1 e 2) e a funcdo de células dendriticas (vide Exemplo 3).
Para a presente invencdo, quaisquer avaliagdes farmacologicas séo
apropriadas, desde que elas se concentrem na indicacédo das ativida-
des em qualquer uma das fracdes de ginseng, uma amostra represen-
tativa de um lote da fracdo de ginseng caso seja de fabricacdo em lar-
ga escala, ou uma subtracéo da fracéo de ginseng. A qualidade de lote
a lote do produto pode ser certificada pela Tecnologia ChemBioPrint®,
gue assegura sua consisténcia quimica bem como farmacolégica, co-
mo descrito na patente N° U.S. 6.156.291 que é aqui incorporada co-
mo referéncia.

[00071] Além disso, a presente invencao refere-se ao uso da fragcéo

de ginseng isoladamente ou em combinagcdo com outro medicamento,
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na preparacdo de uma composicdo farmacéutica ou um item alimenti-
cio apropriado para ativar respostas imunes inatas e adaptativas, para
tratar, prevenir ou melhorar uma condicdo em um individuo. Em uma
modalidade, a fracdo de ginseng € uma fracdo de Panax quinquefolius.
Em uma modalidade, a fracdo de ginseng € selecionada no grupo que
consiste em CVT-E002, PQ2z, PQ223 e fragOes purificadas a partir de
CVT-E002, PQ: e PQ223. Em uma modalidade, a fracdo de ginseng é
CVT-EO002.

[00072] Além disso, a presente invencdo refere-se a uma composi-
cdo farmacéutica que compreende a fragdo de ginseng em combina-
cdo com um carreador farmaceuticamente aceitavel. Os versados nes-
sas técnicas estdo familiarizados com qualquer carreador farmaceuti-
camente aceitavel que seria Util a este respeito, e portanto, o procedi-
mento para fabricar as composi¢cdes farmacéuticas de acordo com a
invencdo ndo serdo discutidos detalhadamente. Adequadamente, as
composicdes farmacéuticas podem ser na forma de comprimidos, cap-
sulas, liquidos, pastilhas, lo¢des, aerossol, solucbes apropriadas para
injecdo, ou supositorios.

[00073] As composi¢coes orais podem incluir um diluente inerte ou
um carreador comestivel. Para o proposito de administracédo terapéuti-
ca oral, a fracdo de ginseng pode ser incorporada com excipientes e
usada na forma de comprimidos, trociscos, ou capsulas, por exemplo,
capsulas de gelatina. As composicbes orais podem ser preparadas
também usando um carreador fluido para uso como um colutério.
Agentes aglutinantes farmaceuticamente compativeis ou outros mate-
riais veiculos podem ser incluidos como parte da composi¢cdo. Tais
agentes aglutinantes e veiculos podem ser um ligante tal como celulo-
se microcristalina, goma de tragacanto ou gelatina; um excipiente tal
como amido ou lactose, um agente desintegrador tal como acido algi-

nico, ou amido de milho; um lubrificante tal como estearato de magné-
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sio; um deslizante tal como dioxido de silicio coloidal; um agente edul-
corante tal como sacarose ou sacarina; ou um sabor.

[00074] Para administracdo por inalacdo, os compostos dao distri-
buidos na forma de um spray de aerossol a partir de um recipiente ou
embalagem pressurizada que contém um propelente apropriado, por
exemplo, um gas tal como dioxido de carbono, ou um nebulizador.
[00075] A administracdo sistémica pode ser também por meio
transmucosa ou transdérmico. Para administracdo transmucosa ou
transdérmica, penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada
sao usados na formulacdo. Tais penetrantes sao geralmente conheci-
dos na técnica. A administracdo transmucosa pode ser realizada atra-
vés do uso de sprays nasais, supositérios ou enemas de retencéo para
distribuicéo retal. Os supositérios podem incluir bases de supositérios
convencionais tais como manteiga de cacau e outros glicerideos. Para
administracdo transdérmica, os compostos ativos sdo formulados em
pomadas, unguentos, géis, ou cremes como € do conhecimento geral
nessa técnica.

[00076] A fracdo de ginseng pode ser preparada também com vei-
culos que protegerdo os agentes ativos contra a rapida eliminacéo do
corpo, tal como uma formulacdo com liberacao controlada, incluindo
implantes, revestimentos e sistemas de distribuicdo microencapsula-
dos.

[00077] A fracdo de ginseng pode ser usada isoladamente ou em
combinagao com outro medicamento. As fracdes de ginseng da inven-
cdo sao especialmente apropriadas para coadministracdo com um
agente quimioterapico ou um suplemento para terapia de radiacao,
pois pacientes com cancer reconhecidamente tém séria supresséo do
sistema imunoldgico. As fracbes de ginseng podem ser usadas tam-
bém como imunomoduladores ou adjuvantes de vacinas.

[00078] Diversos itens alimenticios solidos, semissolidos ou liquidos
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podem ser preparados para incluir a fracdo de ginseng como um in-
grediente ativo. Os exemplos nao limitativos desses itens alimenticios
incluem flocos de cereais, massas, produtos de confeitaria (por exem-
plo, biscoitos, bolos, caramelos, gomas, balas), barras nutritivas, de
salgadinhos ou substitutas de refei¢des, iogurte, gelatina, geleia, pu-
dins, sopas, uma base de frutas ou vegetais, bebidas (por exemplo,
sucos, refrigerantes, bebidas energéticas esportivas, agua engarrafa-
da, leite, produtos de soja), e alimentos para criancas e bebés (por
exemplo, papinhas, leite em pd modificado, alimento para bebés).
Além disso, a fracdo de ginseng pode ser usada como um ingrediente
ativo em alimentos funcionais, nutracéuticos, ou suplementos dietéti-
COS.

[00079] As formulacbes da fracdo de ginseng pode perder alguma
atividade com o envelhecimento e, assim sendo, sdo preparadas em
formas estaveis ou preparadas na hora para administracdo, por exem-
plo, na forma de kit com multiplos componentes, de modo a evitar o
envelhecimento e para maximizar a eficacia da fracdo de ginseng. Os
kits ou recipientes apropriados sao bem conhecidos por manter as fa-
ses de formula¢cdes separadas até a hora do uso. Por exemplo, um kit
qgue contém a fracdo de ginseng na forma de p6 pode ser embalado
separadamente de um carreador estéril, tal como solucédo salina, alco-
ol ou 4gua, e possivelmente outros ingredientes em quantidades de
dosagem especificas para misturar na hora do uso. A fracdo de gin-
seng pode ser fornecida em um "saquinho de cha", bolsa ou saché,
para gerar formulacdes liquidas na hora do uso. O saquinho de cha é
vantajoso pelo fato de que a bolsa pode servir como um filtro para par-
ticulados pequenos do p6 que podem ser prejudiciais com certos tipos
de administracdo (por exemplo, por intermédio de inje¢cdo ou infusdo).
Os particulados podem ser também removidos, por exemplo, por filtra-

cao.
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[00080] As dosagens das fracfes de ginseng de acordo com a in-
vencdo dependem da condicdo especifica a ser tratada, bem como da
idade, sexo e estado geral da saude do paciente. Entretanto, dosa-
gens apropriadas podem ser encontradas na faixa entre 1 e 5.000
mg/kg de peso corporal por dia, com entre 1 e 10 doses diarias. A do-
sagem preferida € 400 mg por dia para uso cronico ou preventivo. Pa-
ra usos agudos, doses significativamente mais altas sdo administradas
inicialmente. Por exemplo, 1.800 mg poderiam ser administrados no
primeiro dia divididos em trés doses, 1.200 mg poderiam ser adminis-
trados no segundo dia, divididos em trés doses, e 900 mg poderiam
ser administrados no terceiro dia, divididos em trés doses. Depois dis-
so, 200-400 mg poderiam ser administrados diariamente até que os
sintomas sejam reduzidos. As fracdes de ginseng podem ser adminis-
tradas por via oral, por intermédio de injecdo ou infuséo, por via topica,
nasal, ocular, vaginal ou retal.

[00081] A fracdo de ginseng desta invencao eficaz na ativacdo de
respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou melho-
rar varias condicdes em um individuo. Adicionalmente, como a fracao
de ginseng é preparada a partir de um produto natural comestivel, o
potencial para efeitos colaterais € diminuido. A capacidade de uma
fracdo de ginseng estimular respostas imunes inatas e adaptativas pa-
ra prevenir, tratar ou melhorar infeccédo viral, alergia e asma é discutida
abaixo e/ou demonstrada nos exemplos usando uma fracdo de gin-
seng exemplificativa, CVT-E002.

[00082] CVT-E002 modula a atividade do sistema imunolégico inato
para produzir fatores inflamatérios e antivirais. O tratamento de células
de murino monociticas in vitro com CVT-E002 e subsequente exposi-
céo ao virus do herpes simples tipo 2 ou virus da estomatite vesicular
resultou em niveis significativamente elevados de producdo de IL-6,

interferon-B e oxido nitrico de uma maneira dependente da dose, en-
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guanto que as culturas néo tratadas e do controle ficaram negativas.
[00083] (Exemplo 1, figuras SAs 8B e 9). Similarmente, a incubagao
de mondcitos/macréfagos humanos primarios com CVT-E002 por qua-
renta horas resultou na producao significativa dependente da dose de
IL-6 (figura 10).

[00084] Usando o virus da estomatite vesicular marcado com prote-
ina fluorescente verde (VSV-GFP), CVT-E002 inibiu significativamente
a replicacéo do virus in vitro (figuras 1 IA e 1 IB). CVT-E002 pode pro-
teger contra uma série de infec¢des virais transmitidas sexualmente,
incluindo HIV-I. Os resultados aqui descritos fundamentam a aplicacéo
tépica de CVT-EO002 para ativar rapidamente o sistema imunoldgico
inato e induzir um estado antiviral local que protege superficies da mu-
cosa contra infeccdo por agentes sexualmente transmitidos. Esta
abordagem pode ser mais segura e menos suscetivel a selecdo de
patdgenos resistentes, pois usaria mais "microbicidas naturais" e as
respostas imunes inatas evolutivamente remotas para protecéo.
[00085] A sinalizacdo por todos TLRs (exceto TLR3) ocorre atraves
do gene 88 de respostas primarias de diferenciacado mieloide (MyD88),
uma proteina adaptadora que ativa o fator de transcricdo NF-KB. Para
determinar se as respostas de citocinas depois do tratamento com
CVT-EO002 eram dependentes da sinalizagdo de MyD88, culturas de
macrofagos peritoneais foram estabelecidas a partir de camundongos
C57B1/6 do tipo selvagem ou nocautes de MyD88 (MyD88-/-) e trata-
das com ou sem CVT-E002 (Exemplo 4). A producéo de IL-6 e tam-
bém IFN-B depois do tratamento com CVT-E002 foi dependente de
MyD88, indicando que CVT-E002 ativa a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e antivirais em células imunes, baseado na estimulacao
da sinalizac&o de TLR.

[00086] Para determinar quais TLRs séo ativados por CVT-E002,

foram utilizadas células HEK293 que foram construidas para expressar
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de forma estavel genes de TLRs humanos especificos (Exemplo 5,
figuras 14 e 15). Embora CVT-E002 n&o tivesse estimulado a produ-
cao de IL-8 a partir de células que expressam hTLR4 isoladamente, os
resultados indicam que CVT-E002 estimulou a producéo de IL-8 a par-
tir de células que expressam hTLR4 e MD2-CD14 de uma maneira de-
pendente da dose em dois pontos no tempo diferentes. O interessante
€ gue CVT-EO002 estimulou também células que expressam TLR2 hu-
mano de uma maneira dependente da dose. Como TLR2 pode formar
também heterodimeros com TLRI e TLR6, a estimulacdo de células
gue expressam TLR2 isoladamente ou hTLR2/l e hTLR2/6 foi compa-
rada. A incubacdo com CVT-E002 resultou na producdo de IL-8 de-
pendente da dose em cada uma destas linhagens de células, embora
as células que expressam hTLR2 isoladamente produzissem consis-
tentemente niveis significativamente mais altos de IL-8. Em experimen-
tos que comparam todas quatro linhagens de células com contagens
equivalentes de células, a maior parte da ativacdo imune inata de CVT
foi por intermédio de TLR2. Usando células que expressam TLRs indi-
viduais, descobriu-se que CVT-E002 demonstra um sinal minimo por
intermédio de TLR4, que é o PPR inato para lipopolissacarideo (LPS)
(figura 14). Globalmente, os resultados sugerem que as fracdes de
ginseng (por exemplo, CVT-E002) podem ativar o sistema imunolégico
imune por intermédio de TLRs. Isto pode ser responsavel pelos seus
efeitos protetores anti-infecciosos e indica que as fragbes de ginseng
podem ser Uteis como adjuvantes de vacinas potenciais para ajudar a
estimular imunidade inata e adaptativa contra os ingredientes da vaci-
na, tornando desta forma a vacina mais eficaz.

[00087] Tendo em vista a capacidade de CVT-E002 para ativar res-
postas imunes inatas e/ou adaptativas para inibir a replicacao do virus,
os inventores descobriram que CVT-E002 é util também na prevencao,

tratamento ou melhora de outras condi¢cdes associadas a ativacao da
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sinalizacédo de imunidade, incluindo, porém sem limitacdes, alergias e
asma.

[00088] Baseado em modelos de alérgenos/antigenos in vitro, um
sistema de cocultura de células incubando virus das vias aéreas com
leucocitos humanos isolados foi desenvolvido usando o virus parain-
fluenza tipo | (PIV) e o virus sincicial respiratorio (RSV). Estes virus
foram escolhidos porque eles sao virus ssRNA das vias aéreas que
frequentemente infectam humanos na totalidade das suas vidas, e es-
tdo associados a exacerbacdes de asma.

[00089] Como ilustrado na figura 2, 0s virus na presenca de eosino-
filos ndo induzem diretamente a liberacdo de eosinofilo peroxidase
(EPO). Ao invés disso, os virus induzem a liberacdo de EPO apenas
guando os eosindfilos sdo incubados com combinacdes especificas de
linfécitos, células dendriticas e macrofagos (isto €, os dois ultimos
sendo células apresentadoras de antigenos). As células apresentado-
ras de antigenos isoladamente com virus e eosindéfilos ndo induzem a
liberacdo de EPO. Nenhuma liberacdo de EPO ocorre em qualquer
combinagéo na auséncia de virus. Assim sendo, virus cultivados com
células apresentadoras de antigenos, parece ativar linfécitos para in-
duzir a liberacdo de EPO a partir de eosindfilos. A inativacdo por UV
do virus ndo impede este efeito.

[00090] A liberacédo de EPO foi escolhida como uma medida da libe-
racdo de mediadores por causa da sua importancia na funcdo de eosi-
nofilos, suas propriedades antivirais, e experiéncia em medi-la. Quan-
do PIV ou RSV séao incubados com eosinofilos isoladamente, nenhuma
liberacdo de EPO é observada, sugerindo que a desgranulacéo direta
de eosinodfilos ndo é possivel. Resultados negativos similares foram
observados por outros usando rinovirus. Os doadores de leucécitos
sdo adultos com passado atopico que apresentam eosinofilia do san-

gue periférico. Como PIV e RSV séo infec¢cbes comuns, estes doado-
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res teriam imunidade para este virus na forme de células T de memo-
ria. No presente modelo, a proliferacdo de linfécitos ocorre em respos-
ta a PIV e RSV, mas novamente apenas quando cocultivados com cé-
lulas apresentadoras de antigenos. Como ilustrado na figura 3, a proli-
feracdo de linfocitos ocorreu depois de seis dias em cultura com virus
parainfluenza e células apresentadoras de antigenos (isto €, macrofa-
gos e células dendriticas), com maior proliferacdo observada com célu-
las dendriticas em comparacdo com macrofagos. Fito-hemaglutinina
(PHA, 5ug/mL) com linfécitos isoladamente serviu como controle posi-
tivo. A producao de citocinas (IFN-y e GMCSF) foi encontrada nesta
cocultura, embora sua origem ou relevancia para a inducéo da libera-
cao de EPO nao tenha sido determinada.

[00091] Similar aos resultados para estimulacdo de virus, CVT-
E002 nédo pbde induzir a proliferacédo de linfdcitos; entretanto, uma for-
te resposta proliferativa é observada quando CVT-E002 é cultivado
com células dendriticas (Exemplos 2 e 3). A proliferacao de linfocitos
ocorre depois de seis dias em cultura com linfocitos, CVT-E002 e célu-
las dendriticas. Pode haver um ligeiro aumento na proliferacdo quando
CVT-EO002 € adicionado aos pocos com virus. Usando citometria de
fluxo para caracterizar as células, uma expressdo aumentada de HLA-
DR em células dendriticas estimuladas por CVT-E002 foi observada.
Os linfocitos em proliferacdo eram CD4 positivos e demonstraram ex-
pressdo aumentada do marcador de ativacdo CD25. A estimulacdo de
LPS serviu como controle positivo. Sem CVT-E002 ou virus, nem a
proliferacdo nem a regulacdo ascendente de CD25 foi observada a
partir de células dendriticas com linfocitos. A estimulacdo por CVT-
EO002 induziu expressdao aumentada de CD25 a partir de linfocitos
CD4+, similar aquela observada na infeccdo pelo virus isoladamente.
A combinagao aumento ainda mais a expressao.

[00092] Asma atOpica/alérgica € uma doenca Th2. CVT-E002 é ca-
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paz de produzir respostas Thl (Exemplo 2, figura 5) e esta tendéncia
de Thl tem o potencial para inibir a resposta Th2, e assim sendo, pode
ser usada como terapéutica para doencas atopicas/alérgicas. Em um
modelo amplamente utilizado de asma atopica/alérgica, pelo qual ca-
mundongos foram sensibilizados com OVA intraperitoneal e alume e
depois desafiados com OVA para iniciar doenca alérgica nas vias aeé-
reas, CVT-E002 foi capaz de prevenir o desenvolvimento de AHR e
diminuir a quantidade de inflamacdo eosinofilica das vias aéreas
(Exemplo 7, figuras 16a e 16b). Nos animais n&do sensibilizados do
controle nenhuma doenca atOpica/alérgica estava presente, enquanto
gue os camundongos que foram sensibilizados, e receberam solucao
salina por gavagem, e depois desafiados com OVA desenvolveram
uma forte doenca atOpica/alérgica nas vias aéreas, consistindo em in-
flamagdo eosinofilica das vias aéreas e AHR. Em camundongos do
teste sensibilizados para OVA, CVT-E002 dado por gavagem, e depois
desafiados com OVA, inflamacado eosinofilica das vias aéreas e tam-
bém AHR para metacolina inalada foram inibidas.

[00093] CVT-EO002 pode ser util no tratamento de asma causada
por infeccBes virais respiratérias ou outros irritantes e disparadores.
Embora a maioria dos adultos venha a ser exposta as mesmas infec-
cOes virais comuns a cada ano, um subconjunto de pacientes com
asma reagird com funcdo pulmonar diminuida. As propriedades de
CVT-EO002 podem ser benéficas para tais pacientes. Como aqui des-
crito e nos exemplos, CVT-E002 pode ser util para modular a resposta
a infeccao viral em pacientes com asma por inibir a replicacéo do virus
e/ou por favorecer uma resposta imune Thl. A inibicdo da replicacéo
do virus € benéfica, pois ela baixa o grau de inflamacéo e subsequente
obstrucdo das vias aéreas. A promocéo de uma resposta imune Thl &
benéfica, pois ela contrabalanca a resposta Th2 envolvida em reacdes

atopicas.
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[00094] Além do tratamento de asma em virtude de infeccdes virais
respiratérias, CVT-E002 pode ser eficaz também para o tratamento de
asma por outros irritantes e disparadores. Tais irritantes e disparado-
res incluem, porém sem limitaces, alérgenos dentro de casa, tais co-
mo acaros domesticos, animais peludos, baratas e fungos; alérgenos
ao ar livre, tais como polen e mofos; poluentes do ar dentro de casa,
tais como fumaca de cigarro; poluentes do ar ao ar livre tais como
ozobnio, 6xidos de nitrogénio, aerossois acidos e particulados; exposi-
¢cbes ocupacionais; alimentos e aditivos alimenticios; farmacos tais
como aspirina e farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides e beta-
bloqueadores; rinite; sinusite; polipose; refluxo gastroesofagico; oscila-
cOes hormonais; ar frio seco; e exercicio.

[00095] As propriedades imunomoduladoras de CVT-E002 podem
ser benéficas também para pacientes, pois CVT-E002 intensifica a li-
beracdo de citocinas, os interferons a partir de linfécitos e/ou células
dendriticas e esta envolvido na interagcdo de linfécitos e células apre-
sentadoras de antigenos.

[00096] Na descricdo acima e nos exemplos que se seguem, deve-
se entender que a mencdo da modalidade preferida de CVT-E002 é
meramente exemplificativa e a utilidade descrita em atividades seriam
apropriadas para todas fracbes de ginseng que tém a atividade dese-
jada.

[00097] A invencado sera agora elucidade ainda mais pelos exem-
plos que se seguem.

Exemplo 1 — Efeito de CVT-E002 sobre a replica¢do de virus in vitro
[00098] A capacidade de varias doses de CVT-E002 para inibir re-
plicacdo viral em células monociticas murinas in vitro foi investigada.
Vérias doses (0, 10, 100 e 500 uyg/mL) de CVT-E002 e HT-1001 (uma
fracdo de ginseng exemplificativa que compreende os ginsenosideos
Rbl e Rgl e descrita na Patente N°¢ U.S. 6.083.932) como controle
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(250-2.000 ug) foram dissolvidas em tampédo de PBS e diluidas até
concentragOes finais em meio completo de cultura de tecidos, e adici-
onadas a células de macréfagos murinos RAW-264 a 37 °C in vitro.
Depois do tratamento das células por 24 ou 48 horas, as culturas de
células tratadas e néo tratadas foram expostas ao virus do herpes
simples tipo 2 (HSV-2) ou ao virus da estomatite vesicular (VSV). A
replicacéao viral foi avaliada usando ensaios com placas. Os sobrena-
dantes de culturas com CVT-E002 e do controle foram coletados em
varios tempos depois do tratamento e avaliados quanto a IFNss tipo |,
TNFa, IL-6 e 6xido nitrico (NO) usando ELISA. Niveis significativamen-
te elevados de IL-6 (figura 8A), IFN (figura SB) e NO (figura 9) foram
produzidos por células RAW depois do tratamento com CVT-E002 de
uma maneira dependente da dose. As culturas nao tratadas e do con-
trole estavam negativas. Dados sobre a producéo de citocinas e titula-
cao viral foram examinados para correlacoes.

[00099] CVT-EO002 foi testado também quanto a estimulacdo de
TNFa e IFNa. TNFa foi elevado em grupos tratados com CVT-E002 e
HT-1001. Os resultados de IFNa ndo eram confiaveis, possivelmente
devido a uma andlise ELISA deficiente (dados néo ilustrados). O im-
portante € que a incubacdo de culturas de monécitos/macrofagos hu-
manos primarios com CVT-EO002 resultou na producéo significativa de-
pendente da dose de IL-6 (figura 10). VSV geneticamente manipulado
para expressar proteina fluorescente verde (VSV-GFP) também foi uti-
lizado para demonstrar que CVT-EO0O02 inibiu significativamente a repli-
cacgao do virus in vitro (figuras 1 IA e 11 B).

Exemplo 2 - Mecanismo pelo qual a atividade antiviral € induzida por
CVT-E002

[000100] Ceélulas dendriticas (DCs) foram cocultivadas com linfocitos,
e foi usada citometria de fluxo para caracterizar os linfocitos. A estimu-

lacdo de LPS foi usada como um controle positivo. RSV e PrV de-
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monstraram induzir a proliferacdo de células T CD3+CD4+CD25+ na
presenca de células dendriticas (DCs) (figura 4, n=3 cada). Em compa-
racdo com DCs néo infectadas, cultivadas com linfocitos, RSV induz a
producéo de interferons a e y, TNF a, RANTES, IL-l, 2, 4, 10, 12, 13, e
15 (figura 5, n=I). Os dados sao representados em relacéo aos respec-
tivos controles néo infectados (dado um valor de 1). CVT-E002 com
células T isoladamente induziu a liberagdo de EFNy e ILI 2. CVT-E002
com DCs isoladamente induziu a liberacao de TNF, IFNy, IL-I, 10, 12,
e 15. Adicionando CVT-EO02 & cultura de células com virus aumentou
muito a liberacdo de citocinas/quimiocinas. Além disso, em compara-
cdo com células nao infectadas, CVT-E002 pbde induzir a proliferacéo
de linfocitos na presenca de DCs sem virus (figura 6).

Exemplo 3 — Efeito de CVT-E002 sobre a funcdo de células dendriti-
cas

[000101] Células dendriticas (DCs) foram derivadas a partir de mo-
nécitos sanguineos pelo tratamento com GM-CSF e IL-4 por sete dias.
As DCs foram incubadas na presenca ou auséncia de 5 mg/mL de DQ-
Ovoalbumina (DQ-OVA) autoextinguida e CVT-E002. DQ-OVA é um
corante fluorescente anexado a ovoalbumina. A fluorescéncia de DQ-
OVA é extinguida como uma molécula intacta, mas quando degradada
através da apresentacédo do antigeno por DCs, o corante fluorescente
é liberado e a emisséo é permitida.

[000102] A figura 7A ilustra as subpopulactes de células. As células
"semelhantes a DC" sao consistentes por tamanho e granulacdo com
células dendriticas maduras, enquanto que "ndo-DC" sdo DC imaturas
bem como mondcitos e células T refratarias a diferenciacdo. Células
tratadas com LPS foram usadas como controle positivo para matura-
cdo de DCs. Usando citometria de fluxo para determinar tamanho e
granulacdo, pareceu haver uma subpopulacdo de mondcitos, que

acredita-se representarem um fenoétipo imaturo (ndo-DC) em compara-
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cdo com a DC madura (semelhante a DC). Esta impressdo se baseia
em experiéncia anterior de coloragdo com CDI Ic e HLA-DR (dados
nao ilustrados).

[000103] As DCs incorporaram DQ-OVA como indicado por fluores-
céncia (figura 7B). O interessante € que CVT-E002 intensificou o sinal
global de DQ-OVA de uma maneira dependente da dose (todas as ceé-
lulas OVA+). Embora a populacéo semelhante a DC seja 100% OVA
positiva, a populacado imatura parece capturar a ovoalbumina melhor
depois de CVT-E002 (Nao-DC OVAH+, figura 7B).

[000104] O tratamento com CVT-E002 desloca o numero de mondci-
tos da populacdo ndo-DC para a semelhante a DC madura (colecdo de
DCs maduras) (figuras 7C e 7D). Uma fenotipagem preliminar destas
populacdes com coloracdo de CDI Ic e MHC Il confirma a impresséao
dos inventores de maturidade versus imaturidade. Estes dados suge-
rem que CVT-E002 melhora a funcdo e maturidade de DCs além dos
dados de citocinas de DC.

Exemplo 4 — Capacidade de CVT-E002 para ativar o fator nuclear
kapa B (NF-kB) e sinalizar por intermédio de MyD88

[000105] Para determinar se CVT-E002 ativa respostas imunes ina-
tas por intermédio da interacdo com TLRs, as capacidades de CVT-
EO002 para ativar NF-kB e para sinalizar por intermédio de MyD88 fo-
ram examinadas. Macréfagos peritoneais foram isolados a partir de
camundongos normais (C57B1/6 do tipo selvagem) e camundongos
carecedores de MyD88 (isto €, camundongos nocautes de MyD88 de-
signados como "MyD88-/-").

[000106] Depois de 24 horas de incubacéao in vitro para permitir ane-
xacdo as placas de cultura, os macrofagos foram lavados, tratados
com varias doses de CVT-E002 ou HT-1001, e incubados por mais 24
horas. HT-1001 foi usado como controle. Os sobrenadantes foram co-

letados e avaliados quanto a producéo de IL-Is IL-6, IFNB e NO usando
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ELISA. DNA CpG (MyD88-dependente) e dsRNA (um ligante indepen-
dente de MyD88 para TLR3) foram incluidos como controles positivo e
negativo, respectivamente. Adicionalmente, plasmideos foram constru-
idos com o promotor de NF-kB que aciona um gene repoérter, LacZ. As
células transfectadas com este plasmideo foram tratadas com varias
doses de CVT-E002 e avaliadas quanto a producdo dos produtos do
gene reporter.

[000107] Os resultados demonstram que CVT-EO002 induziu niveis
significativos da citocina pré-inflamatoéria IL-6 e do fator antiviral tipo I.
A producao de IFNB em macrofagos peritoneais de apenas tipo selva-
gem, mas nao camundongos MyD88-/- (figuras 12, 13A e 13B). As cul-
turas nao tratadas ou tratadas com HT-1001 eram negativas. Estes
resultados indicam que a estimulacao induzida por CVT-E002 de IL-6
e IFNB é dependente de MyD88-e indicam que CVT-E002 ativa a pro-
ducéo de citocinas pro-inflamatérias e antivirais em células imunes de
vertebrados por intermédio de TLRs.

Exemplo 5 - Identificagdo de TLR utilizado por CVT-E002

[000108] Para identificar os TLRs que podem ser receptores para
CVT-E002, foram construidas células para expressar apenas recepto-
res TLR individuais. Estas células foram tratadas in vitro com doses
otimas de CVT-EO002 e ligantes/agonistas de TLR do controle, e os so-
brenadantes destas células foram usados para medir a producédo de
IL-1, IL-6, TNFa e NO. Para assegurar que as ceélulas que expressam
cada TLR individual sejam funcionais, os controles positivos foram in-
cluidos usando ligantes/agonistas conhecidos para cada TLR. Os re-
sultados indicam que CVT-E002 nao sinaliza por intermédio de TLR4
isoladamente. O tratamento com CVT-E002 por 24 horas estimulou a
producéo de IL-8 em células 293 trasnfectadas com hTLR2, hTLRI/2,
hTLR2/6 e hTLR4 (Controles Pam3CSK/LPS) (figura 14). O tratamento

com CVT-E002 por 48 horas estimulou a producéo de EL-8 em células
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293 transfectadas com hTLR2, hTLRI/2, hTLR2/6 e hTLR4 (Controles
Pam3CSK/LPS) (figura 15). hTLR4 representa co-expressédo de TLR4
com MDR e CD 14. Para ambos periodos de tempo, aumentos signifi-
cativos na producéo de IL-8 foram observados para todos receptores.
Exemplo 6 — Effeito da distribuicdo através da mucosa de CVT-E002
[000109] CVT-EO002 ou controles foram distribuidos para camundon-
gos por via oral na sua dieta, ou por via intranasal ou intravaginal. Os
camundongos foram subsequentemente desafiados por via intranasal
ou intravaginal com varias doses de HSV-2 ou virus da estomatite ve-
sicular sensivel a interferon (VSV). A protecéo contra infecgéo viral foi
avaliada medindo o peso corporal, monitorando a patologia bruta, e
medindo as titulagdes dos virus do desafio no pulméo e lavagens geni-
tais e tecidos usando ensaios com placas em varios pontos no tempo
depois do desafio com virus (dias 1-3 e 6 dias depois da infec¢éo) (fi-
guras 17A e 17B).

Exemplo 7 — Capacidade de CVT-EQ02 para inibir o desenvolvimento
de hiper-responsividade das vias aéreas (AHR) e para diminuir a quan-
tidade de inflamacéo eosinofilica das vias aéreas

[000110] Camundongos OVA e CVT-E002+OVA foram sensibilizados
duas vezes com OVA e alume por injecdes intraperitoneais, enquanto
gue os animais do controle ndo receberam qualquer imunizacéo. Sete
dias depois das imunizacfes finais, os animais do controle e os ca-
mundongos CVT-E002+OVA receberam 200 mg/kg do composto CVT-
E002 por gavagem por sete dias consecutivos. 24 horas depois da ga-
vagem final, todos os camundongos foram desafiados duas vezes com
50 pg OVA intranasal e avaliados quanto a AHR e inflamacao das vias
aéreas 24 h depois do segundo desafio. A pausa expiratéria (Penh) foi
medida por pletismografia de corpo inteiro para determinar AHR em
resposta a desafio com metacolina (n=3) *P < 0,05 em comparacgao

com OVA ou grupos do controle (figura 16A). A inflamacéo das vias
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aereas foi determinada pelo niamero de eosinéfilos no fluido BAL (n=3).
*P < 0,05 em comparagdo com OVA ou grupos do controle (figura
16B).

[000111] Como deve ficar evidente para os versados na técnica, va-
rias modificacbes, adaptacOes e variacbes da descricdo especifica
precedente podem ser feitas sem fugir do escopo da invencao aqui

reivindicada.
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REIVINDICACOES

1. Uso de Panax quinquefolius ou uma fracdo do mesmo,
caracterizado pelo fato de que € na fabricacdo de uma composicao
farmacéutica ou um item alimenticio para prevenir, tratar ou melhorar
inflamacéo das vias aéreas e/ou hiperresponsividade das vias aéreas
em um individuo, em que o Panax quinquefolius ou a fracdo do mesmo
€ substancialmente idéntico a uma fracdo selecionada do grupo que
consiste em CVT-E002, PQ2, PQa22s.

2. Uso, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que o individuo tem uma alergia.

3. Uso, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado pelo
fato de que o individuo tem asma.

4. Uso de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a fracdo € selecionada no grupo que consiste em
CVT-E002, PQ2 e PQ22s.

5. Uso de acordo com a reivindicagcéo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a fracdo é selecionada a partir do grupo que consiste
em fracOes purificadas de CVT-E002, PQ2 e PQ22s.

6. Uso de acordo com a reivindicacédo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a fracdo é CVT-E002.

7. Uso de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo
fato de que a fracdo modula a transducao de sinais a partir de um re-
ceptor semelhante a Toll.

8. Uso de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo
fato de que o receptor semelhante a Toll € o receptor semelhante a
Toll 2.

9. Uso de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pelo
fato de que o receptor semelhante a Toll € um heterodimero do recep-
tor semelhante a Toll 2 receptor semelhante a Toll 6.

10. Uso de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pe-
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lo fato de que o receptor semelhante a Toll € um heterodimero do re-
ceptor semelhante a Toll 2 e do receptor semelhante a Toll 1.

11. Uso de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pe-
lo fato de que o receptor semelhante a Toll é o receptor semelhante a
Toll 4.

12. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 11, caracterizado pelo fato de que a composi¢cao farmacéutica com-
preende ainda outro medicamento ou um ou mais veiculos farmaceuti-
camente aceitaveis.

13. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagOes 1
a 11, caracterizado pelo fato de que o Panax quinquefolius ou a fracao
do mesmo € para uso na fabricacéo do item alimenticio.

14. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 13, caracterizado pelo fato de que a composicédo farmacéutica ou o
item alimenticio é para prevenir, tratar ou melhorar a hiperresponsivi-

dade das vias aéreas no individuo.
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