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Relatorio Descritivo da Patente de Invencédo para "ATIVAGAO
DE RESPOSTAS IMUNES INATAS E ADAPTATIVAS POR UM EXTRATO
DE GINSENG".
CAMPO TECNICO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a fragbes de ginseng e métodos

para ativar respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou
melhorar uma condigdo em um individuo, administrando ao individuo uma
quantidade eficaz de uma fragdo de ginseng, uma composicéao farmacéutica
ou item alimentar que compreende a fra¢do. Tais condigées incluem alergi-
as, asma, infecgdes virais e microbianas, e cancer. As fragées de ginseng
podem ser usadas como adjuvantes de vacinas.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

Um extrato solavel em agua patenteado das raizes de ginseng

norte-americano (Panax quinquefolium), CVT-EQ02, estd comercialmente
disponivel como COLD-FX®. Este extrato difere de outros produtos de gin-
seng asidticos ou norte-americanos no teor de polissacarideos e ginsenosi-
deos, consistindo principalmente em poli(furanosil-piranosil-saccarideos. A
qualidade de batelada a batelada do produto é certificada por tecnologia
ChemBioPrint®, o que assegura sua consisténcia quimica bem como farma-
colégica. Este extrato natural patenteado é conhecido por ter efeitos imuno-
moduladores (Wang et al. 2001, 2004). CVT-E002 intensifica a proliferacao
de células esplénicas do camundongo, € aumenta a producao de interleuci-
na-1 (IL-1}, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF}-a e 6xido nitrico (NO) a partir
de macréfagos peritoneais in vitro. A administragdo de CVT-EQ02 a camun-
dongos aumentou os niveis séricos de anticorpos de imunoglobulina G (IgG)
(Wang ef al., 2001) e a dosagem diaria de CVT- E002 a camundongos com
leucemia induzida por virus aumentou as proporgdes de macréfagos e célu-
las NK na medula 6ssea e bago, e ao mesmo tempo, reduzindo os niUmeros
de células leucémicas (Miller, 2006). Em um estudo recente sobre células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) cultivadas com virus influenza,
CVT-EQ02 foi eficaz em intensificar a producao de IL-2 e interferon y (IFNy)

(Jing et al., submetido). IL-2 e IFNy sdo citocinas de células T NK importan-
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tes e estdo associados a respostas imunes adaptativas especificas de virus.
Em um estudo clinico, uma suplementacédo de dose diaria baixa de COLD-
FX® a adultos sadios aumentou a propor¢édo de células NK no plasma
(Predy et al., 2006).

Sendo primeira linha de defesa contra patégenos microbianos,
macréfagos e também células NK sao componentes importantes de imuni-
dade inata. Estas células atuam imediatamente para limitar a proliferagéo e
disseminagdo de agentes infecciosos através da liberagdo de agentes anti-
microbianos tais como citocinas, interferons e quimiocinas e por suas ativi-
dades fagociticas ou citociticas.

Estudos pré-clinicos sugeriram o uso potencial de CVT-E002 pa-
ra a profilaxia de infecgbes respiratorias superiores relacionadas a virus, e
um ensaio clinico que envolveu 198 idosos hospitalizados foi conduzido. Es-
e estudo demonstrou que a administracao diaria de CVT-E002 por 4 meses
durante uma ocasido de influenza reduziu o risco relativo de enfermidade
respiratéria aguda devido ao virus influenza sincicial respiratério em até 89%
(McElhaney et al., 2004). Outro estudo demonstrou também que CVT-E002
reduziu significativamente a recorréncia de infecgbes respiratérias em 323
adultos sadios de meia-idade (Predy et al., 2005). O tratamento com CVT-
EQ02 reduziu também a gravidade e duragao de sintomas relacionados a
infeccdes 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 ingestédo diaria de
CVT-EO002 reduziu o risco relativo e a duragdo de sintomas respiratorios em
48% e 55%, respectivamente. A administracao diaria de CVT-E002 demons-
trou ser um meio terapéutico natural e seguro de prevencao de enfermidade
respiratéria em idosos sadios.

O sistema imunolégico de mamiferos desenvolveu miltiplos sis-
temas defensivos divididos e interativos para proteger contra infecgbes, que
foram amplamente divididos em imunidade inata e imunidade adaptativa. A
imunidade inata & a primeira linha de defesa contra patégenos microbianos e

atua quase imediatamente para limitar a proliferagdo precoce e dissemina-
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cao de agentes infecciosos através da ativagao de células fagociticas e a-
presentadoras de antigenos, tais como células dendriticas e macréfagos, e
iniciacdo de respostas inflamatérias através da liberagdo de uma série de
citocinas, quimiocinas e fatores antimicrobianos, tais como interferons e de-
fensinas. A imunidade inata é evolutivamente remota e por muitos anos seu
estudo foi largamente ignorado por imunologistas como relativamente ines-
pecifica. Para a maior parte, os seres humanos sdo protegidos contra infec-
¢éo pelo sistema imunolégico inato. Caso organismos infecciosos penetrem
em defesas imunes inatas, as defesas inatas facilitam e orientam a geracao
de respostas imunes adaptativas que sao direcionadas contra determinantes
altamente especificos que sdo expressados singularmente pelo patégeno
invasor. Estas respostas sdo dependentes do rearranjo de genes receptores
de antigenos especificos em células B e células T, e resultam na producao
de anticorpos especificos de antigenos de alta afinidade (imunidade humo-
ral) e imunidade de células ou mediada por células. Os anticorpos facilitam a
remocado, destruicdo ou neutralizacdo de patdgenos extracelulares e suas
toxinas. As respostas imunes medidas por células T ajudam a eliminar ou
controlar patégenos intracelulares. Em contraste com respostas imunes ina-
tas, as respostas imunes adaptativas tém o icone de meméria imunoldgica
especifica.

Estudos anteriores tentaram determinar como o sistema imuno-
l6gico do hospedeiro detecta infeccdo e como ele discrimina entre prépria e
patégenos ou nao-prépria infecciosa. A descoberta e caracteriza¢ao de re-
ceptores do tipo Toll (TLRs) proporcionaram grande discernimento em reco-
nhecimento imunolégico inato e estabeleceram um papel fundamental do
sistema imunolégico inato em defesa do hospedeiro contra infeccao (Akira et
al., 2006; Hargreaves e Medzhitov, 2005; Kawai e Akira, 2006; Philpott e Gi-
rardin, 2004; Seth et al., 2006). Os TLRs sdo moléculas importantes na imu-
nidade inata e adaptativa. O sistema imunolégico inato usa multiplas familias
de receptores de reconhecimento de padrdes codificados por linhagem ger-
minal (PRRs) para detectar infecgéo e disparar uma série de mecanismos de

defesa antimicrobianos (Janeway e Medzhitov, 1998). Estes PRRs s&o evo-
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lutivamente altamente conservados entre as espécies de plantas e moscas-
das-frutas a mamiferos. A estratégia da reconhecimento imunolégico inato
baseia-se na detecgao estruturas conservadas e essenciais presentes em
muitos tipos de microorganismos e ausentes de células hospedeiras (Jane-
way, 1992; Janeway e Medzhitov, 1999). Como os alvos do reconhecimento
imune inato sdo padrbes moleculares conservados, eles sdo denominados
padrdes associados a patdégenos (PAMPs). Os PAMPS tém caracteristicas
importantes que os tornam alvos ideais para a percepc¢do imune inata. Os
PAMPs sao produzidos apenas por microorganismos e ndo por células hos-
pedeiras. Esta & a base para a discriminagdo de préprios e ndo-proprios in-
fecciosos. Os PAMPs sdo conservados entre microorganismos de uma dada
classe, permitindo que um nimero limitado de PRRs detecte a presencga de
uma grande classe de patégenos invasores. Por exemplo, um padrao em
LPS permite que um unico PRR detecte a presenc¢a de quaisquer bactérias
gram-negativas. Os PAMPs séo essenciais para a sobrevivéncia microbiana
e qualquer mutagao ou perda de PAMPs é letal para o organismo ou reduz
grandemente sua aptiddo adaptativa. Estes novos discernimentos no reco-
nhecimento imune inato estdo revolucionando o entendimento da defesa
imune, patogénese, e tratamento e prevengao de doengas infecciosas.

Os TLRs representam uma familia de PRRs que sdo evolutiva-
mente receptores transmembrana conservados que detectam PAMPs e fun-
cionam como receptores de sinalizagdo. Os TLRs foram descobertos em
droséfilas onde eles desempenham um papel no desenvolvimento orienta-
¢do ventral/dorsal das moscas-das-frutas (Stein et al,, 1991). Quando este
gene foi mutado, descobriu-se que as moscas que desenvolveram eram
"toll" que € uma giria alema para louca ou "incomum". Além disso, as mos-
cas com mutagdo de Tolls demonstraram ser altamente suscetiveis a infec-
¢Oes fungicas (Lemaitre et al., 1996). Até hoje, 11 TLRs foram identificados
em mamiferos, cada um percebendo um conjunto diferente de estimulos mi-
crobianos e ativando vias de sinalizagdo distintas e fatores de transcrigéo
que acionam respostas especificas contra os patégenos (Kawai e Akira,

2005). Os TLRs séao glicoproteinas de membrana integral tipo 1 caracteriza-
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das por dominios extracelulares que contém varios niumeros de modelos
com repeti¢cdes ricas em leucina (LRR), um dominio transmembrana e um
dominio sinalizador citoplasmatico homdlogo aquele do receptor de interleu-
cina-1 (IL-IR), denominado dominio de homologia Toll/IL-IR (TIR) (O'NeUlI,
20086). Os dominios LRR sao constituides de 19 a 25 modelos LLR tandem,
tendo cada um deles um comprimento de 24 a 29 aminoacidos.

TLR4, o primeiro TLR de mamifero TLR descoberto, comprovou
ser o receptor ha muito tempo buscado para lipopolissacarideos bacterianos
gram-negativos (LPS) (Medzhitov ef al., 1997, Poltorak et al., 1998). TLR2
reconhece peptidoglicano, além de lipoproteinas e lipopeptideos de bacte-
rias gram-positivas e micoplasma (Takeda et al., 2003; Takeuchi et al.,
1999). TLR2 pode formar heterodimeros com TLR1 ou TLR6 para discrimi-
nar entre diacil- e triacil-lipopeptideos, respectivamente (Takeda ef al.,
2003). Além disso, TLRZ em colaboragdo 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 bacterianas (Hayashi et al., 2001). TLR11, um parente préximo
de TLR5, foi encontrado de forma abundante expressado trato geniturinario
de camundongos e foi associado a prote¢do contra bactérias uropatogénicas
(Zhang et al., 2004), e demonstrou recentemente reconhecer uma proteina
semelhante a profilina a partir do protozoario parasita Toxoplasma gondii
(Yarovinsky ef al., 2005). TLR3, 7, 8 e 9 reconhecem acidos nucleicos e ndo
séo expressados sobre a superficie celular, mas expressados exclusivamen-
te em compartimentos endossdmicos (Latz et al., 2004; Matsumoto et al.,
2003). TLR3 esta envolvido no reconhecimento de RNA de filamento duplo
(dsRNA) gerado durante infecgio viral (Alexopoulou et al., 2001), enquanto
que TLR 7 e 8 proximamente relacionados reconhecem RNA viral de fila-
mento 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 ef al., 2002; Jurk et al., 2002). TLR9 me-
deia o reconhecimento de modelos de DNA CpG nao-metilado bacteriano e

viral (Hemmi et al., 2000) e recentemente demonstrou também reconhecer
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componentes patogénicos nao-DNA, tal como hemozoina de parasitas mala-
ricos (Coban et al., 2005). TLR10 desempenha um papel na via inflamatéria
mediada por patégenos, reconhecimento de patégenos e ativagao de imuni-
dade inata,mas o ligante TLR10 é presentemente desconhecido.

Os TLRs podem ser divididos também em seis subfamilias prin-
cipais, baseado na similaridade de sequéncias (Roach et al., 2005), cada um
reconhecendo PAMPS relacionados. A subfamilia que consiste em TLR1 ,
TLR2 e TLR6 reconhece lipopeptideos, TLR3 reconhece dsRNA, TLR4 re-
conhece LPS, TLR5 reconhece flagelina, e a subfamilia TLR9 que inclui
TLR7 e TLRS altamente relacionados reconhece acidos nucleicos. O impor-
tante é que a localizagao 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 estao envolvidos na via inflamatéria media-
da por patdgenos efou reconhecem componentes bacterianos e virais, en-
quanto que os TLRs antivirais, TLR3, 7, 8, e 9, sdo expressados em endos-
somas intracelulares. Como os acidos nucleicos reconhecidos por TLRs an-
tivirais sdo encontrados também em vertebrados, e sua localizagdo em en-
dossomas limita sua reatividade para acidos nucleicos préprios (Barton et
al., 2006). TLR1 esta presente sobre a superficie celular e € um receptor
para bactérias uropatogénicas e protozoarios parasitas.

A sinalizagédo por TLRs é complexa e foi revisada alhures (Akira
e Takeda, 2004; O'Neill, 2006). Resumidamente, todos TLRs com a excegao
do sinal de TLR3 através do fator 88 de diferenciacdo mieloide de molécula
adaptadora (MyD88), uma proteina citoplasmatica que contém um dominio
de TIR e um dominio de morte. Enfim, NF-kB e MAPKSs sao ativados a jusan-
te de TRAF6 levando & producdo de citocinas e quimiocinas pré-
inflamatérias, tais como TNF-q, IL-6, IL- IB e IL- 12. Além de MyD88, o sinal
de TLR3 e TLR4 através de TRIF, outro adaptador que contém TIR que &
necessario para a produgéo de genes de interferons do tipo | e dependentes
de interferons do tipo I.

Os TLRs sao expressados em uma série de células imunes e
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nao-imunes. Os macréfagos murinos expressam TLR1 -9, refletindo sua im-
portancia na iniciagdo de respostas pré-inflamatérias. As DCs plasmacitoides
(pDCs) que produzem grandes quantidades de interferons tipo | durante in-
fecgbes virais expressam TLR7 e 9. Todas DCs convencionais no camun-
dongo expressam TLR1, 2, 4, 6, 8 e 9, enquanto que TLR3 fica confinado ao
subconjunto CD8+ e CD4- CD8- DC (Iwasaki e Medzhitov, 2004). Em huma-
nos, a expressdo de TLRY é restrita a pDCs e células B (Bauer et al., 2001,
Krug et al., 2001).

Ha grande interesse no entendimento da expressao de TLRs em
células epiteliais (ECs) de mucosas que servem como a primeira linha de
defesa contra a maioria das infecgdes. Em estudos recentes (Yao X-D et al,,
2007), concentrou-se em entender a expressao e regulagdo de TLRs em
ECs no trato genital de camundongos e humanos. Microdissecg¢ao por captu-
ra a laser (LCM) foi usada para demonstrar que o ciclo estral em camundon-
gos fémeos influencia profundamente a expressédo de TLRs no epitélio vagi-
nal. A expressdao do RNAm de essencialmente todos TLRs exceto TLR11 foi
aumentada significativamente durante o diestro e especialmente apés o tra-
tamento com a progestina de longa atuagdo Depo-Provera (Yao X-D et al,
manuscrito submetido). Estas descobertas contribuem para a compreenséo
de defesa imune inata contra infecgbes transmitidas sexualmente, e aumen-
tam a qualidade da saude reprodutiva das fémeas.

A distribuicdo de ligantes de TLRs em mucosas, incluindo oligo-
desoxinucleotideos CpG (ODN que é um ligante para TLR9), dsRNA, e fla-
gelina, podem induzir um efeito antiviral inato que pode proteger camundon-
gos contra desafio intravaginal (IVAG) com HSV-2 (Ashkar e Rosenthal.,
2002). Estudos demonstraram que a administragdo intranasal de glicoprotei-
na do envelope purificada (gB) de HSV-2 mais ODN CpG como um adjuvan-
te induziu forte IgA e IgG especifica de Gb no trato vaginal (persistindo du-
rante o ciclo estral inteiro), bem como CTL especifico de gB sistémico e ge-
nital, e protegeu contra infeccdo letal por FVAG HSV-2 (Gallichan et al.,
2001). Subsequentemente, demonstrou-se que a imunizagio intranasal com
HW-1 depletado de gpl20 inativado mais ODN CpG induziu IgA anti-HTV no
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trato genital e respostas imunes mediadas por células T especificas de HIV,
incluindo a produgédo de quimiocinas IFNy e B (Dumais et al., 2002). Além
disso, camundongos imunizados por via intranasal com HIV-I mais CpG in-
duziram células T CD8+ no trato genital, proporcionando protecao cruzada
contra desafio de clades com virus da vacinia recombinantes que expressam
HIV-1 gag de diferentes clades (Jiang et al., 2005). Mais recentemente, em-
bora o trato genital tenha sido considerado como sendo um local indutivo
imune fraco, especialmente depois da imunizagdo com antigenos nao-
replicantes, a imunizagao intravaginal (IVAG) de camundongos fémeos com
a subunidade recombinante HSV-2 gB mais CpG induziu niveis mais altos
de anticorpos de IgG e IgA especificos de Gb no soro e em lavagens vagi-
nais versus camundongos imunizados com o antigeno isoladamente e os
camundongos imunizados com gB mais CpG estavam mais bem protegidos
contra infec¢do por HSV-2 (Kwant e Rosenthal., 2004). Assim sendo, é pos-
sivel induzir respostas imunes profetoras depois da imunizagao IVAG com
um antigeno proteina com subunidade nao-replicante desde que um adju-
vante de mucosa apropriado seja usado.

Estudos recentes demonstraram que PAMPs, 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 distribuida por via transmucosa pa-
ra a mucosa vaginal, na auséncia de qualquer antigeno, protegeu contra in-
feccdo genital com doses letais de HSV-2. Esta protecao foi mediada pelo
sistema imunoldgico inato, pois ela ocorreu em camundongos knockout que
careciam de células B e T. A distribuicao IVAG local IVAG de ODN CpG re-
sultou em rapida proliferagao de e espessamento no epitélio vaginal e indu-
cao de um estado antiviral dependente de TLR-9 que nao bloqueou a entra-
da do virus, mas inibiu a replicacao viral em células epiteliais vaginais (Ash-
kar et al., 2003). A administracdo para a mucosa de dsRNA, o ligante de
TLR3, protegeu contra infec¢do vaginal por HSV-2 sem a inflamagéo local ou
sistémica observada com ODN CpG (Ashkar ef al., 2004). Portanto, a distri-

buicéo local do ligante de TLR3 pode ser um meio mais seguro para prote-
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ger contra infecgao viral genital.

Os TLRs induzem uma série de respostas dependendo do tipo
de célula na qual elas sao 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 regulagao
ascendente de MHC classe Il e moléculas co-estimuladoras, bem como a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, e intensificagdo da a-
presentagdo de antigenos. Similarmente, o tratamento de células B com
CpG induz sua ativagao e proliferagéo, secrecao de anticorpo bem como [L-
6 e IL-10, e as células B ficam resistentes a apoptose. A ativacdo de células
imunes por intermédio de DNA CpG induz uma resposta dominada por Thl.

Os mecanismos pelo quais 0s PRRs medeiam a defesa do hos-
pedeiro contra patégenos sdo o cerne de intensa pesquisa. Devido a sua
capacidade de intensificar respostas imunes inatas, ha uma necessidade de
se obter estratégias inusitadas para usar ligantes, agonistas ou antagonistas
sintéticos de PRRs (isto &, "produtos imunolégicos inatos"”) como agentes
auténomos para proporcionar protecdo ou tratamento contra infec¢ao por
bactérias intracelulares, parasitas e virus. Além disso, a ativagao do sistema
imunolégico inato através de PRRs, usando seus respectivos ligantes ou
agonistas representa uma estratégia para intensificar respostas imunes con-
tra patégenos especificos, tornando-os agentes que sinalizam por intermédio
de PRRs adjuvantes potenciais de vacinas.

Ha uma necessidade de se obter uma fragdo ou composicdo
herbacea natural, que ativa especificamente as respostas imunes inatas e
adaptativas para tratar condi¢des associadas tais como alergias, asma, in-
fecgbes virais e microbianas, e cancer sem causar efeitos colaterais prejudi-
ciais ou desconforto. Os tipos de respostas imunes sdo bem conhecidos.
Respostas Th1 séo caracterizadas pela geragéo de células T exterminado-
ras e certos anticorpos em resposta a patogenos intracelulares e defeitos
intracelulares tais como canceres. Respostas Th2 combatem patégenos ex-
tracelulares. Reagbes alérgicas ocorrem em resposta a substancias ambien-

tais (isto é, alérgenos), e sdo o resultado de respostas Th2 especificas. As
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respostas Th2 sdo caracterizadas pela geragio de outros tipos especificos
de anticorpos e sado tipicas de reacdes alérgicas, nas quais um alérgeno é
erroneamente tido como patbégeno sobre a superficie da mucosa e dispara
uma resposta que resulta em sintomas tais como olhos lacrimejantes, infla-
macao das vias aéreas e contracao células musculares das vias aéreas nos
pulmdes. A ativacdo de TLRs induz as células apresentadoras de antigenos
a produzirem citocinas que favorecem respostas imunes Th1, prevenindo ou
reduzindo desta forma o desenvolvimento de respostas Th2 prejudiciais de-
vido a exposigao a alérgenos.

As alergias sao caracterizadas especificamente pela ativagio
excessiva de leucécitos denominados mastdcitos e basdfilos por IgE, resul-
tando em uma resposta inflamatéria extrema. Quando uma pessoa susceti-
vel a alergias é inicialmente exposta a um alérgeno, grandes quantidades do
anticorpo de IgE especifico correspondente sdo produzidas. As moléculas de
IgE aderem 2 superficie de mastdcitos (no tecido) ou baséfilos (na circula-
¢éo). Os mastécitos sdo encontrados nos pulmdes, pele, lingua, e revesti-
mentos do nariz e trato intestinal. Quando um anticorpo de IgE sobre um
mastdcito ou basdfilo encontra seu alérgeno especifico, o anticorpe de IgE
sinaliza para o mastécito ou baséfilo liberar produtos quimicos tais como his-
tamina, heparina, e substancias que ativam plaguetas sanguineas e atraem
células secundarias tais como eosinéfilos e neutréfilos. O mastécito ou baso-
filo ativado sintetiza novos mediadores, incluindo prostaglandinas e leucotri-
enos. Estes mediadores quimicos causam os sintomas associados a alergi-
as, incluindo respiracao dificultosa e sibilante, espirro, olhos gotejantes e
coceira. As reacgdes alérgicas comuns incluem eczema, urticarias, febre do
feno, asma, alergias alimentares, e rea¢cdes ao veneno de insetos picadores
tais como vespas e abelhas.

Uma exacerbagdo de asma é uma deterioragdo séria na funcao
pulmonar de um paciente, resultando frequentemente em hospitalizacao e
mesmo morte. A asma ocorre quando as principais passagens de ar dos
pulmdes, os tubos brénquicos, ficam inflamadas. Os musculos das paredes

brénquicas estreitam, e as células nos pulmédes produzem mais muco estrei-
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tando ainda mais as vias aéreas, causando respiragao sibilante leve até difi-
culdade severa em respirar. A asma & frequentemente disparada por uma
infec¢ao viral respiratéria, tal como o resfriado comum, mas outros irritantes
tais como fumaca de cigarro, acaros da poeira, caspa de animais, pélen de
plantas, poluicdo do ar, desodorantes e perfume podem tornar os sintomas
mais frequentes, severos, e incontrolaveis. Outros disparadores de asma
incluem exercicio, ar frio, e tensdo emocional. A maioria das exacerbacgdes
de asma é precipitada por infecgdes virais comuns das vias aéreas. Em cri-
ancgas, sendo atopicas e tendo uma infecgdo viral, sdo dois fatores de risco
importantes para serem admitidas em um hospital devido a enfermidade de
respiracao dificultosa e sibilante. Embora a importancia clinica de ataques de
asma e especificamente a exacerbagédo viral da asma seja evidente, as ra-
z6es pelas quais os pacientes com asma se tornam tao enfermas depois de
serem infectadas pelos virus do resfriado comum permanecem sendo pouco
entendidas.

Normalmente, as infecgbes virais causam um influxo de neutréfi-
los para dentro das vias aéreas com um componente de células mononucle-
ares grandes de predominantemente células T CD8+. Entretanto, ficou evi-
dente que as infecgdes virais podem produzir uma série de respostas infla-
matérias, incluindo eosinofilia das vias aéreas, dependendo das condicdes
preexistentes do hospedeiro. Em individuos atbpicos, a infec¢do experimen-
tal por rinovirus aumenta o recrutamento de eosindfilos para as vias areas
depois do desafio pelo antigeno e causa maior reatividade das vias aéreas
em comparagdo com individuos nao alérgicos. Depois da infecgao intranasal
por rinovirus, bidpsias das vias aéreas inferiores de individuos asmaticos
contém maior quantidade de eosindfilos, o que persiste mesmo na convales-
céncia. Em pacientes com asma, a presenga de eosinéfilos nas vias aéreas
durante os periodos de exacerbagbes foi bem estabelecida. A descoberta de
eosindfilos nas vias aéreas durante a exacerbac¢io da asma se torna um tan-
to paradoxal, considerando que estas exacerbacdes sao frequentemente
disparadas por infecgdo viral. Embora a associagdo de eosindfilos e seus

produtos de desgranulacédo nas vias aéreas tenha sido descrita durante in-
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feccao viral em pacientes com asma, ndo se sabe se os eosinofilos estéo
ativos em resposta ao virus e como esta ativagéo poderia ocorre.

Para que uma exacerbacao de asma ocorra, o a atual compre-
enséo sugere que células efetoras (isto &, eosindfilos, mastécitos, basdfilos,
neutrofilos) podem ser ativadas. A figura 1 ilustra um modelo de liberagao de
mediadores de eosinéfilos, induzida por virus nas vias aéreas, que resulta
em hiper-reatividade das vias aéreas por intermédio de disfungao do controle
neural do musculo liso das vias aéreas. O virus ou antigeno de virus é apre-
sentado para células T de meméria. Células T ativadas (CD4) liberam um
fator de desgranulagéo sollivel desconhecido, similarmente a uma citocina,
tal como GM-CSF. Estas células T podem também expressar ligantes da
superficie celular, por exemplo, ICAM-1. Os eosinéfilos respondem ao medi-
ador solavel, ligantes da superficie celular, ou uma combinag¢do deles com
liberacdo de varios mediadores de eosindfilos (isto é, a proteina basica im-
portante de ecsindfilos, eosinéfilo peroxidase, RANTES).

Em asmaéticos, a liberacdo de mediadores de eosinéfilos, induzi-
da pelo virus nas vais aéreas se correlaciona com o desenvolvimento de
exacerbagédo de asma. Para que o eosindfilo seja envolvido no desenvolvi-
mento de exacerbagbes de asma induzida por virus, ele deve responder ao
virus indiretamente por intermédio de outra célula ou diretamente. Este pro-
cesso representaria a liberagdo de mediadores de eosindfilos, induzida por
virus.

Médicos ocidentais tém sido relutantes em prescrever remédios
herbaceos devido a falta de pesquisa cientifica das suas propriedades pre-
ventivas e terapéuticas. Entretanto, os remédios herbaceos ndo requerem o
tempo extenso de desenvolvimento e os altos custos normalmente encon-
trados com farmacos sintéticos. Além disso, eles estdo facilmente disponi-
veis e oferecem ao individuo uma alternativa mais confortavel e nao dispen-
diosa com minimos efeitos colaterais em comparacdo com medicac¢des re-
ceitadas ou vacinas.

SUMARIO DA INVENCAO

Em uma modalidade, a presente invencéao refere-se a um méto-
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do para tratar uma condi¢do suscetivel ao tratamento por ativacédo de sinali-
zacgao de imunidade inata em um individuo que necessita esse tratamento,
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de pelo me-
nos uma fracéo de ginseng. Em uma modalidade, a condigao & selecionada
entre uma alergia, asma, infec¢ao viral, infeccao microbiana ou céancer. Em
uma modalidade, a infeccao viral € de um virus respiratério ou transmitido
pela mucosa, incluindo, porém sem limitagdes, virus influenza, coronavirus,
virus do herpes, virus sincicial respiratério, rabdovirus, ou virus da imunode-
ficiéncia humana.

Em uma modalidade, a frag&do é fabricada a partir de um ginseng
selecionado entre Panax quinquefolius, Panax ftrifolia, Panax ginseng, Panax
japonicus, Panax schinseng, Panax notoginseng, Panax pseudoginseng,
Panax vietnamensis, Panax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidi-
is, ginseng verde ou fresco, ginseng branco, ou ginseng vermelho. Em uma
modalidade, a fragéo € uma fragao de Panax quinquefolius. Em uma modali-
dade, a fragéo &€ selecionada entre CVT-E002, PQ;, PQ22; ou fragbes purifi-
cadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQg223. Em uma modalidade, a fragao é
CVT-E002. Em uma modalidade, CVT-E002 modula a transducao de sinais
a partir de um receptor semelhante a Toll. Em uma modalidade, o receptor
semelhante a Toll € o receptor semelhante a Toll 2. Em uma modalidade, o
receptor semelhante a Toll € um heterodimero do receptor semelhante a Toll
2 e do receptor semelhante a Toll 6. Em uma modalidade, o receptor seme-
Ihante a Toll € um heterodimero do receptor semelhante a Toll 2 e do recep-
tor semelhante a Toll 1. Em uma modalidade, o receptor semelhante a Toll é
receptor semelhante a Toll 4. Em uma modalidade, CVT-E002 induz a regu-
lagdo ascendente de linfécitos e células apresentadoras de antigenos, se-
cregao de citocinas, secre¢do de fatores antivirais, ou combinagées deles.

Em uma modalidade, a presente invengdo refere-se a uma fra-
¢ao de ginseng para a ativacdo de respostas imunes inatas e adaptativas
para prevenir, tratar ou melhorar uma condi¢do. Em uma modalidade, a fra-
céo é fabricada a partir de um ginseng selecionado entre Panax quinquefoli-

us, Panax trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax schinseng, Panax
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notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax vietnamensis, Panax elegatior,
Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fresco, ginseng
branco, ou ginseng vermelho. Em uma modalidade, a fragdo é uma fragio
de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fracdo é selecionada entre
CVT-E002, PQ;, PQg;3 ou fragbes purificadas a partir de CVT-E002, PQ; e
PQ223. Em uma modalidade, a fragao é CVT-E002.

Em uma modalidade, a presente invengéo referes-e a uma com-
posigao farmacéutica que compreende uma fragdo de ginseng em combina-
¢do com outro medicamento ou com um ou mais carreadores farmaceutica-
mente aceitaveis, incluindo itens alimenticios para a ativacdo de respostas
imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou melhorar uma condigao.
Em uma modalidade, a fragado é fabricada a partir de um ginseng seleciona-
do entre Panax quinquefolius, Panax trifolia, Panax ginseng, Panax japoni-
cus, Panax schinseng, Panax notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax
vietnamensis, Panax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, gin-
seng verde ou fresco, ginseng branco, e ginseng vermelho. Em uma modali-
dade, a fragcdo é uma fracéo de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a
fragdo é selecionada entre CVT-E002, PQ,, PQ223 ou fragdes purificadas a
partir de CVT-EQ002, PQ, e PQ22;. Em uma modalidade, a fragdo é CVT-
E002.

Em uma modalidade, a presente invencao refere-se a um item
alimenticio que compreende uma fracao de ginseng para a ativacdo de res-
postas 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 frifolia, Panax ginseng, Panax
japonicus, Panax schinseng, Panax nofoginseng, Panax pseudoginseng,
Panax vietnamensis, Panax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidi-
is, ginseng verde ou fresco, ginseng branco, ou ginseng vermelho. Em uma
modalidade, a fragdo € uma fracdo de Panax quinquefolius. Em uma modali-
dade, a fracéo e selecionada entre CVT-E002, PQ;, PQa23 ou fragdes purifi-
cadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQ223. Em uma modalidade, a fracdo é
CVT- E002.
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Em outra modalidade, a presente invencao refere-se ao uso de
uma fragao de ginseng para a preparagdo de uma composigao farmacéutica
ou um item alimenticio para a ativagao de respostas imunes inatas e adapta-
tivas para prevenir, tratar ou melhorar uma condigao. Em uma modalidade, a
condigcdo é selecionada entre uma alergia, asma, infecg¢ao viral, infec¢dao mi-
crobiana ou cancer. Em uma modalidade, a infecgao viral & de um virus res-
piratério ou transmitido pela mucosa, incluindo, porém sem limitagbes, virus
influenza, coronavirus, virus do herpes, virus sincicial respiratério, rabdovi-
rus, ou virus da imunodeficiéncia humana. Em uma modalidade, a fragédo &
fabricada a partir de um ginseng selecionado entre Panax quinquefolius, Pa-
nax frifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax schinseng, Panax noto-
ginseng, Panax pseudoginseng, Panax vietnamensis, Panax elegatior, Pa-
nax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fresco, ginseng bran-
co, ou ginseng vermelho. Em uma modalidade, a fracdo € uma fragdo de
Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fragdo & selecionada entre
CVT-EQ02, PQ,, PQ2,; ou fragbes purificadas a partir de CVT-EQ002, PQ; e
PQ223. Em uma modalidade, a fragao é CVT-E002.

Em outra modalidade, a presente invencao refere-se a um méto-
do para ativar respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou
melhorar uma condigao em um individuo que necessita dessa ativagao, ad-
ministrando uma fragdo de ginseng ou uma composicao farmacéutica que
compreende a fracdo em combinacdo com outro medicamento ou com um
ou mais carreadores farmaceuticamente aceitaveis, incluindo itens alimenti-
cios, ao individuo.

Em ainda outra modalidade, a presente invengio refere-se a um
método para prevenir, tratar ou melhorar uma condi¢do associada a ativagao
da sinalizagao de imunidade inata, compreendendo modular a transdugao de
sinais a partir de receptores semelhantes a Toll, administrando uma fragao
de ginseng a um individuo que necessita dela.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 ilustra um modelo de trabalho de liberagdo de media-

dores de eosindfilos, induzida por virus nas vias aéreas.



10

15

20

25

30

16

A figura 2 ilustra a liberagcdo de eosinéfilo peroxidase a partir de
eosindfilos humanos depois de cocultura com virus parainfluenza e varias
combinagdes de linfécitos autdlogos, células dendriticas, e macrofagos
(p<0,001). Cada barra é a média + erro padrao da média (SEM) de pelo me-
nos doze experimentos usando diferentes doadores.

A figura 3 ilustra que a proliferagao de linfcitos (medida pela in-
corporagao de H>-timidina) ocorre depois de seis dias de cultura (34 °C, 5%
de CO;) com virus parainfluenza e células apresentadoras de antigeno (isto
€, macréfagos e células dendriticas). Cada barra € a média + erro padrao da
média (SEM) de pelo menos cinco experimentos usando diferentes doadores
para o virus ativo. Resultados similares foram obtidos com RSV (dados n&o
ilustrados).

A figura 4 ilustra os resultados de citometria de fluxo para carac-
terizar linfocitos em co-cultura com células dendriticas.

A figura 5 ilustra uma tabela que lista citocinas/quimiocinas me-
didas por ELIS A/Searchlight, n=1. As setas representam valores em relagao
ao respectivo controle apropriado.

A figura 6 ilustra a que proliferacdo de linfécitos (visualizada por
microscopia luminosa e medida por incorporacao de H-timina) ocorre depois
de seis dias em cultura (34 °C, 5% de CO;) com linfécitos, CVT-E002 e célu-
las dendriticas.

As figuras 7A-D ilustram os resultados da analise por citometria
de fluxo da apresentagcéo de antigeno e maturagao de DCs. A figura 7A ilus-
tra as subpopulagdes de células. A figura 7B ilustra os resultados da triagem
de células quanto a absorcdo de DQ-OVA e degradagao sob diferentes con-
dicdes. Os valores representam a porcentagem de células dentro de cada
categoria que sdo DQ-OVA positivas. A figura 7C ilustra a avaliagdo da ma-
turacdo de DCs por meio de tamanho e granularidade (os valores represen-
tam a porcentagem de células totais presentes em cada categoria). A figura
7D sao imagens da citometria de fluxo, representando as subpopulagdes de
DC sem (a esquerda) e com (a diretita) tratamento com CVT-E002.

As figuras 8A e 8B ilustram que o fratamento com CVT-E002 es-
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timula a produgdo de IL-6 (figura 8A) e IFN-B (figura 8B) em células
RAWZ264.7 in vitro.

A figura 9 ilustra que o tratamento com CVT-E002 estimula a
producao de éxido nitrico in vitro.

A figura 10 ilustra a produgéo de IL-6 por mondcitos/macréfagos
humanos primarios depois da incubagdo com CVT-E002.

As figuras 11A e 11B ilustram que CVT-E002 inibe significativa-
mente a replicagao de VSV in vitro.

A figura 12 ilustra a produgao de IL-6 durante o tratamento com
CVT-E002 ou HT-1001 de macréfagos peritoneais de MyD88-/- e C57BL/6.

As figuras 13A e 13B ilustram a produc¢do de IL-6 (figura 13A) ou
IFN-B (figura 13B) durante o tratamento com CVT-E002 ou HT-1001 de ma-
crofagos peritoneais de C57BL/6 e MyD88-/-.

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

A figura 15 ilustra que o tratamento com CVT-E002 durante um
periodo de 48 horas estimula a produ¢io de [L-8 em células 293 transfecta-
das com hTLR2, hTLR1/2, hTLR2/6 e hTLR4 (Controles Pam3CSK/LPS).
hTLR4 representa a co-expressao de TLR4 com MDR e CD 14.

As figuras 16A e 16B ilustram que o tratamento com CVT-E002
inibe o desenvolvimento de hiper-responsividade das vias aéreas (AHR) (fi-
gura 16A) e diminui a quantidade de inflamacéao eosincfilica das vias aéreas
(figura 16B).

As figuras 17A e B demonstram que a distribuicdo de CVT-E002
para interfaces de mucosas oferece protegcdo contra um virus (HS V-2) dis-
tribuido para as mesmas superficies de mucosas. A figura 17A ilustra as
pontuagdes de patologia vaginal de camundongos C57BL/6 que receberam
CVT-E002, HTIOOI ou PBS rVAG apo6s desafio com HS V-2 IVAG. A figura
17B ilustra a sobrevivéncia percentual de camundongos C57BL/6 que rece-
beram CVT-E002, HTIOOI ou PBS IVAG apds desafio com HSV-2 IVAG.
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Aspectos e vantagens adicionais da presente invengdo ficardo
evidentes a partir da descricao que se segue. Deve-se entender, entretanto,
que a descricdo detalhada e os exemplos especificos, embora indicando
modalidades preferidas da invencéao, sdo fornecidos meramente a titulo ilus-
trativo, pois varias mudangas e modificagdes dentro do espirito € ambito da
invencao ficardo evidentes para os versados nessas técnicas a partir desta
descri¢ao detalhada.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Quando se descreve a presente invencao, todos os termos nao

definidos tém seus significados comuns reconhecidos nessas técnicas. Co-
mo a descri¢do que se segue é de uma modalidade especifica ou uso espe-
cifico da invengao, pretende-se que seja meramente ilustrativa e néo limitati-
va da invencao reivindicada. A descricdo que se segue pretende cobrir todas
alternativas, modificacdes e equivalentes que estao incluidas no espirito e
ambito da invengdo, como definida nas reivindicagbes apensadas.

Como aqui utilizados e nas reivindicagdes, os termos e frases
enunciadas abaixo tém os significados que se seguem.

"Biocompativel" significa ndo gerar qualquer resposta indeseja-
vel significativa do hospedeiro para a utilidade pretendida. Mais preferivel-
mente, os materiais biocompativeis sio atoxicos para a utilidade pretendida.
Assim sendo, para utilidade humana, biocompativel &€ mais preferivelmente
atéxico para os seres humanos ou tecidos humanos.

"Carreador" significa um veiculo apropriado que & biocompativel
e farmaceuticamente aceitavel, incluindo, por exemplo, um ou mais diluentes
solidos, semissolidos, ou liquidos, excipientes, adjuvantes, sabores, ou sus-
tancias de encapsulagao que sao apropriadas para administracdo.

"Individuo” significa seres humanos ou outros vertebrados. O in-
dividuo pode ser uma crian¢a ou um adulto.

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 fisioldégicos e/ou reduzir o risco de doenga além das

fungdes nutricionais basicas, isto &, eles contém um ingrediente ativo.
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Um "produto nutracéutico" € um produto isolado ou purificado a
partir de alimentos, que é comercializado genericamente em formas medici-
nais associadas com alimentos. Um produto nutracéutico deve ter um bene-
ficio fisiolégico ou proporcionar protegéo contra doenga.

Um "adjuvante de vacina" significa qualquer substéncia ou com-
posto capaz de promover uma resposta imune aumentada ou intensificada
quando adicionado a uma vacina.

Uma "vacina" significa qualquer composto ou preparagéo de an-
tigenos desenhada para estimular uma resposta imune normal. A vacina po-
de ser profilatica ou terapéutica.

"Quantidade eficaz" e/ou "quantidade terapéutica" significa uma
dosagem suficiente para proporcionar prevencéo, tratamento e/fou melhora
do estado doentio que esta sendo tratado. Ela variara dependendo do paci-
ente, da doenga e do tratamento que esta sendo efetuado. Por exemplo, no
caso e uma infecgao viral, uma "quantidade eficaz" é aquela quantidade ne-
cessaria para melhorar substancialmente a possibilidade de tratar a infec-
¢ao, particularmente aquela quantidade que melhora a possibilidade e pre-
venir infecgdo ou eliminar infecgao com sucesso quando ela ocorreu.

Uma "fragdo" significa uma preparagcdo concentrada obtida a
partir da extracdo de uma planta ou parte de planta com um solvente apro-
priado, tal como, por exemplo, agua, etanol, uma mistura deles, éleos ou
qualquer outro solvente apropriado bem conhecido nessas técnicas de ex-
tracado vegetal. A fracdo ou extrato pode ser usado como esta caso seja far-
macologicamente aceitavel, ou o solvente das solugbes resultantes é remo-
vido e o residuo é usado como esta depois de elaboragdo adicional, por e-
xemplo, depois de resolver ou recolocar em suspensdo em um solvente a-
propriado. O termo "planta" significa a planta integral e partes da planta que
compreendem os ingredientes ativos, por exemplo, as folhas, hastes, frutos
ou raizes.

"Ginseng" significa qualquer variedade e tipo de ginseng, inclu-
indo, porém sem limitagées, aqueles listados abaixo.

TABELA 1. Variedades e Tipos de Ginseng
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Nomes Latinos / Nomes Comuns

Os versados nessas técnicas devem entender que ha muitos ou-
tros géneros de plantas do género Panax pertencentes ao espécime das
araliaceas a partir das quais as fragbes de ginseng podem ser obtidas e u-
sadas dentro do contexto da presente invencdo. O termo "ginseng” inclui
também ginseng selvagem ou processado. O ginseng selvagem & ginseng
que néo foi plantado e cultivado domesticamente, mas cresce naturalmente
e é colhido de qualquer lugar onde ele & encontrado crescendo. O ginseng
processado inclui, por exemplo, ginseng fresco ou verde, ginseng branco, e
ginseng vermelho. O ginseng fresco ou verde & ginseng bruto colhido no
campo. O ginseng branco é obtido desidratando o ginseng fresco, € o gin-
seng vermelho é obtido cozinhando no vapor o ginseng fresco, e em segui-
da, desidratando o ginseng cozido no vapor.

Uma "fracéo de ginseng" or "fragcbes de ginseng" significa fra-
¢bes de qualquer variedade e tipo de ginseng listado na tabela 1 ou descrito
acima, e subfracdes obtidas a partir destas fragdes de ginseng, que apresen-
tam a atividade de ativar respostas imunes inatas e adaptativas para preve-
nir, tratar ou melhorar uma condicdo em um individuo, verificada conduzindo
uma ou mais avaliagdes farmacologicas in vitro ou in vivo.

"CVT-E002" significa uma fragéo de ginseng exemplificativa ob-
tida 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 referén-
cia. CVT-E002 apresenta a atividade adicional de ativar respostas imunes
inatas e adaptativas, como aqui descrito.

"PQ," significa uma fragdo de ginseng exemplificativa obtida a
partir de Panax quinquefolius, e que tem propriedades imunorreguladoras
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.

"PQ223" significa uma fragéo de ginseng exemplificativa obtida a
partir de Panax quinquefolius, e que tem propriedades imunorreguladoras

como descrito anteriormente nas patentes n® US 6.432.454; 7.067.160;
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7.186.423 e 7.413.756, que sao aqui incorporadas como referéncia.

Os versados nessas técnicas devem avaliar que fragSes de plan-
tas ou partes de plantas diferentes de ginseng, ou fra¢tes sintéticas que po-
dem ser igualmente bem usadas no presente contexto, estdo dentro do am-
bito da presente invencao, desde que suas propriedades quimicas e ativida-
des sejam suficientemente similares as da fragéo de ginseng aqui utilizada.

A presente invencao refere-se a uma fragdo de ginseng, ou uma
composicao farmacéutica ou item alimenticio que compreende a fracao, para
ativar respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou melho-
rar uma condigdo. Além disso, a presente invencdo refere-se a uma fragao
de ginseng, ou uma composicdo farmacéutica ou item alimenticio que com-
preende a fracdo, para a ativacao do sistema imunolégico inato e adaptativo
através de receptores de reconhecimento de padrées (PPRs), tais como os
receptores semelhantes a Toll, para tratar, prevenir ou melhorar varios con-
digdes em um individuo. Tais condi¢gdes incluem, porém sem limitagdes, in-
fecgdes virais e microbianas, alergias, asma, e cancer. Que seja do conhe-
cimento dos inventores, esta € a primeira vez que uma fragao derivada de
planta natural demonstrou ativar especificamente o sistema imunolégico de
mamiferos por intermédio de PRRs. Em uma modalidade, a fragdo de gin-
seng é uma fragado de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fragao de
ginseng € selecionada no grupo que consiste em CVT-E002, PQ,, PQ23 e
fragGes purificadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQ223. Em uma modalidade,
a fracéo de ginseng é CVT-E002.

A fracao de ginseng & preparada tipicamente primeiramente de-
sidratando e pulverizando a planta ou parte da planta de ginseng, e depois
realizando um processo de extracdo, usando um solvente apropriado, tipi-
camente agua, etanol, mistura de etanol/agua, metanol, butanol, isobutanol,
acetona, hexano, éter de petréleo ou outros solventes organicos. A fragao ou
extrato pode ser entao evaporado ainda mais e, assim sendo, concentrado
para produzir um extrato desidratado por meio de atomizagéo, secagem em
forno a vacuo, ou secagem por congelamento. Os processos para fabricar

fragcdes de ginseng exemplificativas selecionadas no grupo que consiste em
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CVT-E002, PQ,, PQ22; e fracbes purificadas a partir de CVT-E002, PQ; e
PQa223, a partir de um extrato soluvel em agua da parte da raiz de Panax
quinquefolius foram descritos anteriormente nas Patentes N% U.S.
6.432.454; 7.067.160; 7.186.423 e 7.413,756, cujos teores sdo aqui incorpo-
rados como referéncia.

Depois de preparada, a fragdo de ginseng é avaliada para de-
terminar e confirmar a atividade de ativar respostas imunes inatas e adapta-
tivas conduzindo uma ou mais avaliagdes farmacolégicas in vitro ou in vivo.
Na presente invencao, tais avaliagdes incluem, porém sem limitagdes, um
estudo in vitro dos efeitos de uma fragdo de ginseng exemplificativa, CVT-
E002, sobre a replicagao de virus (vide Exemplos 1 e 2) e a fungéo de célu-
las dendriticas (vide Exemplo 3). Para a presente invenc¢do, quaisquer avali-
acoes farmacoldgicas sdo apropriadas, desde que elas se concentrem na
indicacdo das atividades em qualquer uma das fracbes de ginseng, uma
amostra representativa de um lote da fragdo de ginseng caso seja de fabri-
cacao em larga escala, ou uma subtragao da fragao de ginseng. A qualidade
de lote a lote do produto pode ser certificada pela Tecnologia ChemBio-
Print®, que assegura sua consisténcia quimica bem como farmacolégica,
como descrito na patente N° U.S. 6.156.291 que € aqui incorporada como
referéncia.

Além disso, a presente invengao refere-se ao uso da fragdo de
ginseng isoladamente ou em combinacdo com outro medicamento, na pre-
paragdo de uma composigdo farmacéutica ou um item alimenticio apropriado
para ativar respostas imunes inatas e adaptativas, para tratar, prevenir ou
melhorar uma condigado em um individuo. Em uma modalidade, a fragao de
ginseng € uma fragao de Panax quinquefolius. Em uma modalidade, a fragao
de ginseng é selecionada no grupo que consiste em CVT-E002, PQa, PQa2s
e fragdes purificadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQ223. Em uma modali-
dade, a fragéo de ginseng € CVT-E002.

Além disso, a presente invengdo refere-se a uma composigéo
farmacéutica que compreende a fragao de ginseng em combinagdo com um

carreador farmaceuticamente aceitavel. Os versados nessas técnicas estao
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familiarizados com qualquer carreador farmaceuticamente aceitavel que se-
ria Util a este respeito, e portanto, o procedimento para fabricar as composi-
¢des farmacéuticas de acordo com a invencdo nao serdo discutidos detalha-
damente. Adequadamente, as composicbes farmacéuticas podem ser na
forma de comprimidos, capsulas, liquidos, pastilhas, logées, aerossol, solu-
¢bes apropriadas para inje¢ao, ou supositérios.

As composigbes orais podem incluir um diluente inerte ou um
carreador comestivel. Para o propésito de administracao terapéutica oral, a
fracdo de ginseng pode ser incorporada com excipientes e usada na forma
de comprimidos, trociscos, ou capsulas, por exemplo, cipsulas de gelatina.
As composicdes orais podem ser preparadas também usando um carreador
fluido para uso como um colutério. Agentes aglutinantes farmaceuticamente
compativeis ou outros materiais veiculos podem ser incluidos como parte da
composi¢ao. Tais agentes aglutinantes e veiculos podem ser um ligante tal
como celulose microcristalina, goma de tragacanto ou gelatina; um excipien-
te tal como amido ou lactose, um agente desintegrador tal como acido algi-
nico, ou amido de milho; um lubrificante tal como estearato de magnésio; um
deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; um agente edulcorante.tal co-
Mo sacarose ou sacarina; ou um sabor.

Para administracédo por inalacéo, os compostos dao distribuidos
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 diéxido de carbono, ou um nebulizador.

A administracao sistémica pode ser também por meio transmu-
cosa ou transdérmico. Para administracdo transmucosa ou transdérmica,
penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada s&o usados na for-
mulacdo. Tais penetrantes sdo geralmente conhecidos na técnica. A admi-
nistragdo transmucosa pode ser realizada através do uso de sprays nasais,
supositdrios ou enemas de retencdo para distribuigéo retal. Os supositorios
podem incluir bases de supositérios convencionais tais como manteiga de
cacau e outros glicerideos. Para administracao transdérmica, os compostos

ativos s&o formulados em pomadas, unguentos, géis, ou cremes como & do
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conhecimento geral nessa técnica.

A fracdo de ginseng pode ser preparada também com veiculos
que protegerao os agentes ativos contra a rapida eliminagao do corpo, tal
como uma formulagdo com liberagdo controlada, incluindo implantes, reves-
timentos e sistemas de distribuicdo microencapsulados.

A fracdo de ginseng pode ser usada isoladamente ou em combi-
nagdo com outro medicamento. As fragdes de ginseng da invengdo s&o es-
pecialmente apropriadas para coadministragdo com um agente quimioterapi-
co ou um suplemento para terapia de radiagdo, pois pacientes com cancer
reconhecidamente tém séria supressao do sistema imunolégico. As fragbes
de ginseng podem ser usadas também como imunomoduladores ou adju-
vantes de vacinas.

Diversos itens alimenticios sélidos, semissélidos ou liquidos po-
dem ser preparados para incluir a fracdo de ginseng como um ingrediente
ativo. Os exemplos ndo limitativos desses itens alimenticios incluem flocos
de cereais, massas, produtos de confeitaria (por exemplo, biscoitos, bolos,
caramelos, gomas, balas), barras nutritivas, de salgadinhos ou substitutas de
refeicdes, iogurte, gelatina, geleia, pudins, sopas, uma base de frutas ou ve-
getais, bebidas (por exemplo, sucos, refrigerantes, bebidas energéticas es-
portivas, agua engarrafada, leite, produtos de soja), e alimentos para crian-
cas e bebés (por exemplo, papinhas, leite em pd modificado, alimento para
bebés). Além disso, a fragcdo de ginseng pode ser usada como um ingredien-
te ativo em alimentos funcionais, nutracéuticos, ou suplementos dietéticos.

As formulagdes da fracdo de ginseng pode perder alguma ativi-
dade com o envelhecimento e, assim sendo, s&o preparadas em formas es-
taveis ou preparadas na hora para administragdo, por exemplo, na forma de
kit com multiplos componentes, de modo a evitar o envelhecimento e para
maximizar a eficacia da fragdo de ginseng. Os kits ou recipientes apropria-
dos sao bem conhecidos por manter as fases de formulagbes separadas até
a hora do uso. Por exemplo, um kit que contém a fracdo de ginseng na for-
ma de pé pode ser embalado separadamente de um carreador estéril, tal

comoe solucado salina, alcool ou agua, e possivelmente outros ingredientes
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em quantidades de dosagem especificas para misturar na hora do uso. A
fracdo de ginseng pode ser fornecida em um "saquinho de cha", bolsa ou
saché, para gerar formulagdes liquidas na hora do uso. O saquinho de cha é
vantajoso pelo fato de que a bolsa pode servir como um filtro para particula-
dos pequenos do pd que podem ser prejudiciais com certos tipos de admi-
nistragédo (por exemplo, por intermédio de injecdo ou infusédo). Os particula-
dos podem ser também removidos, por exemplo, por filtragéo.

As dosagens das fragdes de ginseng de acordo com a invengao
dependem da condigdo especifica a ser tratada, bem como da idade, sexo e
estado geral da salde do paciente. Entretanto, dosagens apropriadas po-
dem ser encontradas na faixa entre 1 e 5.000 mg/kg de peso corporal por
dia, com entre 1 e 10 doses diarias. A dosagem preferida € 400 mg por dia
para uso cronico ou preventivo. Para 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 poderi-
am ser administrados no segundo dia, divididos em trés doses, e 900 mg
poderiam ser administrados no terceiro dia, divididos em trés doses. Depois
disso, 200-400 mg poderiam ser administrados diariamente até que os sin-
tomas sejam reduzidos. As fragdes de ginseng podem ser administradas por
via oral, por intermédio de injecao ou infusdo, por via tépica, nasal, ocular,
vaginal ou retal.

A fracdo de ginseng desta invengéo eficaz na ativacdo de res-
postas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou melhorar varias
condicdes em um individuo. Adicionalmente, como a fragdo de ginseng é
preparada a partir de um produto natural comestivel, o potencial para efeitos
colaterais é diminuido. A capacidade de uma fragdo de ginseng estimular
respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou melhorar in-
fecgao viral, alergia e asma é discutida abaixo e/ou demonstrada nos exem-
plos usando uma fragéo de ginseng exemplificativa, CVT-E002.

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¢cdo ao virus do
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herpes simples tipo 2 ou virus da estomatite vesicular resultou em niveis
significativamente elevados de produgéo de IL-6, interferon-p e éxido nitrico
de uma maneira dependente da dose, enquanto que as culturas nio tratadas
e do controle ficaram negativas.

(Exemplo 1, figuras SAs 8B e 9). Similarmente, a incubagao de
mondcitos/macréfagos humanos primarios com CVT-E002 por quarenta ho-
ras resultou na producdo significativa dependente da dose de IL-68 (figura
10).

Usando o virus da estomatite vesicular marcado com proteina
fluorescente verde (VSV-GFP), CVT-E002 inibiu significativamente a replica-
¢do do virus in vitro (figuras 1 1A e 1 IB). CVT-E002 pode proteger contra
uma série de infecgbes virais transmitidas sexualmente, incluindo HIV-I. Os
resultados aqui descritos fundamentam a aplicagéo tépica de CVT-E002 pa-
ra ativar rapidamente o sistema imunolégico inato e induzir um estado antivi-
ral local que protege superficies da mucosa contra infec¢édo por agentes se-
xualmente transmitidos. Esta abordagem pode ser mais segura e menos
suscetivel a selecdo de patdgenos resistentes, pois usaria mais "microbici-
das naturais" e as respostas imunes inatas evolutivamente remotas para pro-
tecao.

A sinalizagdo por todos TLRs (exceto TLR3) ocorre através do
gene 88 de respostas primarias de diferenciagdo mieloide (MyD88), uma
proteina adaptadora que ativa o fator de transcricao NF-KB. Para determinar
se as respostas de citocinas depois do tratamento com CVT-E002 eram de-
pendentes da sinalizacdo de MyD88, culturas de macréfagos peritoneais
foram estabelecidas a partir de camundongos C57B1/6 do tipo selvagem ou
nocautes de MyD88 (MyD88-/-) e tratadas com ou sem CVT-E002 (Exemplo
4). A produgéo de IL-6 e também IFN-B depois do tratamento com CVT-E002
foi dependente de MyD88, indicando que CVT-E002 ativa a produgao de
citocinas pré-inflamatérias e antivirais em células imunes, baseado na esti-
mulacéo da sinalizagéo de TLR.

Para determinar quais TLRs s&0 ativados por CVT-E002, foram

utilizadas células HEK293 que foram construidas para expressar de forma
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estavel genes de TLRs humanos especificos (Exemplo 5, figuras 14 e 15).
Embora CVT-E002 nao tivesse estimulado a produgédo de IL-8 a partir de
células que expressam hTLR4 isoladamente, os resultados indicam que
CVT-E002 estimulou a producéo de IL-8 a partir de células que expressam
hTLR4 e MD2-CD14 de uma maneira dependente da dose em dois pontos
no tempo diferentes. O interessante é que CVT-E002 estimulou também cé-
lulas que expressam TLR2 humano de uma maneira dependente da dose.
Como TLR2 pode formar também heterodimeros com TLRI e TLR8, a esti-
mulagao de células que expressam TLR2 isoladamente ou hTLR2/ e h-
TLR2/6 foi comparada. A incubagao com CVT-E002 resultou na produgao de
IL-8 dependente da dose em cada uma destas linhagens de células, embora
as células que expressam hTLRZ2 isoladamente produzissem consistente-
mente niveis significativamente mais altos de IL-8. Em experimentos que
comparam todas quatro linhagens de células com contagens equivalentes de
células, a maior parte da ativagdo imune inata de CVT foi por intermédio de
TLR2. Usando células que expressam TLRs individuais, 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 fragbes de ginseng (por exemplo, CVT-E002) podem ativar
o sistema imunolégico imune por intermédio de TLRs. Isto pode ser respon-
savel pelos seus efeitos protetores anti-infecciosos e indica que as fragdes
de ginseng podem ser Uteis como adjuvantes de vacinas potenciais para
ajudar a estimular imunidade inata e adaptativa contra os ingredientes da
vacina, tornando desta forma a vacina mais eficaz.

Tendo em vista a capacidade de CVT-EQ02 para ativar respos-
tas imunes inatas e/ou adaptativas para inibir a replicacao do virus, os inven-
tores descobriram que CVT-E002 & util também na prevencao, tratamento ou
melhora de outras condi¢gdes associadas a ativagdo da sinalizagdo de imuni-
dade, incluindo, porém sem limitagées, alergias e asma.

Baseado em modelos de alérgenos/antigenos in vitro, um siste-
ma de cocultura de células incubando virus das vias aéreas com leucécitos

humanos isolados foi desenvolvido usando o virus parainfluenza tipo | (PIV)
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e o virus sincicial respiratério (RSV). Estes virus foram escolhidos porque
eles sdo virus ssRNA das vias aéreas que frequentemente infectam huma-
nos na totalidade das suas vidas, e estdo associados a exacerbacdes de
asma.

Como ilustrado na figura 2, os virus na presenca de eosindfilos
ndo induzem diretamente a liberacao de eosindfilo peroxidase (EPO). Ao
invés disso, os virus induzem a liberagéo de EPO apenas quando os eosiné-
filos s&o incubados com combinac¢des especificas de linfécitos, células den-
driticas e macréfagos (isto é, os dois ultimos sendo células apresentadoras
de antigenos). As células apresentadoras de antigenos isoladamente com
virus e eosindfilos ndo induzem a liberagdo de EPO. Nenhuma liberagéo de
EPO ocorre em qualquer combinagao na auséncia de virus. Assim sendo,
virus cultivados com ceélulas apresentadoras de antigenos, parece ativar lin-
fécitos para induzir a liberacdo de EPO a partir de eosindéfilos. A inativagao
por UV do virus ndo impede este efeito.

A liberagao de EPO foi escolhida como uma medida da liberagao
de mediadores por causa da sua importancia na funcéo de eosindfilos, suas
propriedades antivirais, e experiéncia em medi-la. Quando PIV ou RSV sao
incubados com eosindfilos isoladamente, nenhuma liberagéo de EPO é ob-
servada, sugerindo que a desgranulacao direta de eosinéfilos ndo & possi-
vel. Resultados negativos similares foram observados por outros usando ri-
novirus. Os doadores de leucécitos sdo adultos com passado atopico que
apresentam eosinofilia do sangue periférico. Como PIV e RSV sao infecgbes
comuns, estes doadores teriam imunidade para este virus na forme de célu-
las T de meméoria. No presente modelo, a proliferacédo de linfécitos ocorre em
resposta a PIV e RSV, mas novamente apenas quando cocultivados com
células apresentadoras de antigenos. Como ilustrado na figura 3, a prolifera-
cdo de linfocitos ocorreu depois de seis dias em cultura com virus parainflu-
enza e células apresentadoras de antigenos (isto €, macrofagos e células
dendriticas), com maior proliferagdo observada com células dendriticas em
comparagao com macréfagos. Fito-hemaglutinina (PHA, 5ug/mL) com linfoci-

tos isoladamente serviu como controle positivo. A producdo de citocinas
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(IFN-y e GMCSF) foi encontrada nesta cocultura, embora sua origem ou re-
levancia para a indugéo da liberagdo de EPO néo tenha sido determinada.

Similar aos resultados para estimulagéo de virus, CVT-E002 nao
pode induzir a proliferagéo de linfocitos; entretanto, uma forte resposta proli-
ferativa € observada quando CVT-EQ02 é cultivado com ceélulas dendriticas
(Exemplos 2 e 3). A proliferacédo de linfocitos ocorre depois de seis dias em
cultura com linfocitos, CVT-E002 e células dendriticas. Pode haver um ligeiro
aumento na proliferacdo quando CVT-E002 ¢ adicionado aos pogos com
virus. Usando citometria de fluxo para caracterizar as células, uma expres-
sdo aumentada de HLA-DR em células dendriticas estimuladas por CVT-
E002 foi observada. Os linfécitos em proliferagdo eram CD4 positivos e de-
monstraram expressao aumentada do marcador de ativagédo CD25. A esti-
mulacdo 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 linfécitos. A estimulagao por CVT-E002 in-
duziu expressdo aumentada de CD25 a partir de linfécitos CD4+, similar a-
quela observada na infecgao pelo virus isoladamente. A combinagao aumen-
to ainda mais a expressao.

Asma atépica/alérgica € uma doenga Th2. CVT-E002 é capaz 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 doengas atdpicas/alérgicas. Em um modelo amplamente
utilizado de asma atopica/alérgica, pelo qual camundongos foram sensibili-
zados com OVA intraperitoneal e alume e depois desafiados com OVA para
iniciar doenca alérgica nas vias aéreas, CVT-E002 foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de AHR e diminuir a quantidade de inflamagao eosinofilica
das vias aéreas (Exemplo 7, figuras 16a e 16b). Nos animais ndo sensibili-
zados do controle nenhuma doenca atépica/alérgica estava presente, en-
quanto que os camundongos que foram sensibilizados, e receberam solugéo
salina por gavagem, e depois desafiados com OVA desenvolveram uma for-
te doenga atdpica/alérgica nas vias aéreas, consistindo em inflamacéao eosi-

nofilica das vias aéreas e AHR. Em camundongos do teste sensibilizados
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para OVA, CVT-E002 dado por gavagem, e depois desafiados com OVA,
inflamacao eosincfilica das vias aéreas e também AHR para metacolina ina-
lada foram inibidas.

CVT-E002 pode ser util no tratamento de asma causada por in-
fecgbes virais respiratdrias ou outros irritantes e disparadores. Embora a
maioria dos adultos venha a ser exposta as mesmas infecgbes virais comuns
a cada ano, um subconjunto de pacientes com asma reagird com fungéo
pulmonar diminuida. As propriedades de CVT-E002 podem ser benéficas
para tais pacientes. Como aqui descrito e nos exemplos, CVT-E002 pode ser
atit para modular a resposta a infecgao viral em pacientes com asma por ini-
bir a replicacdo do virus e/ou por favorecer uma respostas imune Thl. A ini-
bicao da replicacéo do virus é benéfica, pois ela baixa o grau de inflamacéo
e subsequente obstrucdo das vias aéreas. A promog¢ao de uma resposta i-
mune Thl é benéfica, pois ela contrabalanga a resposta Th2 envolvida em
reagfes atdpicas.

Além do tratamento de asma em virtude de infec¢bes virais res-
piratorias, CVT-E002 pode ser eficaz também para o tratamento de asma
por outros irritantes e disparadores. Tais irritantes e disparadores incluem,
porém sem limitacdes, alérgenos dentro de casa, tais como acaros domésti-
cos, animais peludos, baratas e fungos; alérgenos ao ar livre, tais como po6-
len e mofos; poluentes do ar dentro de casa, tais como fumaca de cigarro;
poluentes do ar ao ar livre tais como ozonio, 6xidos de nitrogénio, aerossois
acidos e particulados; exposi¢cdes ocupacionais; alimentos e aditivos alimen-
ticios; farmacos tais como aspirina e farmacos anti-inflamatoérios nao esteroi-
des e beta- bloqueadores; rinite; sinusite; polipose; refluxo gastroesofagico;
oscilagbes hormonais; ar frio seco; € exercicio.

As propriedades imunomoduladoras de CVT-E002 podem ser
benéficas também para pacientes, pois CVT-E002 intensifica a liberacédo de
citocinas, os interferons a partir de linfécitos efou células dendriticas e esta
envolvido na interacéo de linfocitos e células apresentadoras de antigenos.

Na descricdo acima e nos exemplos que se seguem, deve-se

entender que a mengéo da modalidade preferida de CVT-E002 € meramente
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exemplificativa e a utilidade descrita em atividades seriam apropriadas para
todas fragdes de ginseng que tém a atividade desejada.

A invengao sera agora elucidade ainda mais pelos exemplos que
se seguem.
Exemplo 1 - Efeito de CVT-E002 sobre a replicagao de virus in vitro

A capacidade de varias doses de CVT-EQ02 para inibir replica-
cdo viral em células monociticas murinas in vitro foi investigada. Varias do-
ses (0, 10, 100 e 500 pg/mL) de CVT-EQ02 e HT-1001 (uma fragdo de gin-
seng exemplificativa que compreende os ginsenosideos Rbl e Rgl e descrita
na Patente N°2 U.S. 6.083.932) como controle (250-2.000 ug) foram dissolvi-
das em tamp&o de PBS e diluidas até concentragdes finais em meio comple-
to de cultura de tecidos, e adicionadas 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 nao tratadas foram expostas ao virus
do herpes simples tipo 2 (HSV-2) ou ao virus da estomatite vesicular (VSV).
A replicagao viral foi avaliada usando ensaios com placas. Os sobrenadan-
tes de culturas com CVT-E002 e do controle foram coletados em varios tem-
pos depois do tratamento e avaliados quanto a IFNss tipo I, TNFa, IL-G e 6-
xido nitrico (NO) usando ELISA. Niveis significativamente elevados de IL-6
(figura 8A), IFNB (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 controle estavam negativas. Dados so-
bre a produgao de citocinas e titulagdo viral foram examinados para correla-
cdes.

CVT-EQ02 foi testado também quanto a estimulacao de TNFa e
IFNa. TNFa foi elevado em grupos tratados com CVT-E002 e HT-1001. Os
resultados de IFNa ndo eram confidveis, possivelmente devido a uma anali-
se ELISA deficiente (dados nao ilustrados). O importante é que a incubagao
de culturas de mondcitos/macréfagos humanos primarios com CVT-E002
resultou na producao significativa dependente da dose de IL-6 (figura 10).
VSV geneticamente manipulado para expressar proteina fluorescente verde
(VSV-GFP) também foi utilizado para demonstrar que CVT-E002 inibiu signi-
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ficativamente a replicag@o do virus in vifro (figuras 1 IA e 11 B).
Exemplo 2 - Mecanismo pelo qual a atividade antiviral &€ induzida por CVT-
E002

Células dendriticas (DCs) foram cocultivadas com linfécitos, e foi
usada citometria de fluxo para caracterizar os linfocitos. A estimulacao de
LPS foi usada comoc um controle positivo. RSV e PrV demonstraram induzir
a proliferacdo de células T CD3+CD4+CD25+ na presenca de células den-
driticas (DCs) (figura 4, n=3 cada). Em comparagao com DCs nao infecta-
das, cultivadas com linfécitos, RSV induz a produgéo de interferons a e vy,
TNF a, RANTES, IL-l, 2, 4, 10, 12, 13, e 15 (figura 5, n=l). Os dados s&o re-
presentados em relagdo aos respectivos controles nao 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 liberagao de TNF,
IFNy, IL-I, 10, 12, e 15. Adicionando CVT-EQ02 a cultura de células com vi-
rus aumentou muito a liberagdo de citocinas/quimiocinas. Além disso, em
comparacdo com células néo infectadas, CVT-E002 pdde induzir a prolifera-
¢ao de linfécitos na presenga de DCs sem virus (figura 6).

Exemplo 3 - Efeito de CVT-E002 sobre a funcdo de células dendriticas

Células dendriticas (DCs) foram derivadas a partir de monécitos
sanguineos pelo tratamento com GM-CSF e IL-4 por sete dias. As DCs fo-
ram incubadas na presencga 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 apresentacao do anti-
geno por DCs, o corante fluorescente é liberado e a emisséo é permitida.

A figura 7A ilustra as subpopulagdes de células. As células "se-
melhantes a DC" s@o consistentes por tamanho e granulagdo com células
dendriticas maduras, enquanto que "n&o-DC" sdo DC imaturas bem como
monocitos e células T refratarias a diferenciagao. Células tratadas com LPS
foram usadas como controle positivo para maturagcdo de DCs. Usando cito-
metria de fluxo para determinar tamanho e granulacéo, pareceu haver uma

subpopulacdo de mondacitos, que acredita-se representarem um fendétipo i-
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maturo (ndo-DC) em comparagdo com a DC madura (semelhante a DC).
Esta impressao se baseia em experiéncia anterior de coloracdo com CDl Ic e
HLA-DR (dados nao ilustrados).

As DCs incorporaram DQ-OVA como indicado por fluorescéncia
(figura 7B). O interessante é que CVT-EQ002 intensificou o sinal global de
DQ-OVA de uma maneira dependente da dose (todas as células OVA+).
Embora a populacao semethante a DC seja 100% OVA positiva, a populagao
imatura parece capturar a ovoalbumina melhor depois de CVT-E002 (NZo-
DC OVAH+, figura 7B).

O tratamento com CVT-E002 desloca o niumero de mondcitos da
populagao ndo-DC para a semelhante a DC madura (colegao de DCs madu-
ras) (figuras 7C e 7D). Uma fenotipagem preliminar destas populagdes com
coloragdo de CDI Ic e MHC Il confirma a impressao dos inventores de matu-
ridade versus imaturidade. Estes dados sugerem que CVT-EQ02 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-xB) e sinalizar por intermédio de MyD88

Para determinar se CVT-EQ02 ativa respostas imunes inatas por
intermédio da interagdo com TLRs, as capacidades de CVT-EQ02 para ativar
NF-kB e para sinalizar por intermédio de MyD88 foram examinadas. Macré-
fagos peritoneais foram isolados a partir de camundongos normais (C57B1/6
do tipo selvagem) e camundongos carecedores de MyD88 (isto &, camun-
dongos nocautes de MyD88 designados como "MyD88-/-").

Depois de 24 horas de incubacao in vifro para permitir anexagdo
as placas de cultura, os macréfagos foram lavados, tratados com varias do-
ses de CVT-E002 ou HT-1001, e incubados por mais 24 horas. HT-1001 foi
usado como controle. Os sobrenadantes foram coletados e avaliados quanto
a producgdo de IL-ls IL-6, IFNB e NO usando ELISA. DNA CpG (MyD88-
dependente) e dsRNA (um ligante independente de MyD88 para TLR3) fo-
ram incluidos como controles positivo e negativo, respectivamente. Adicio-
nalmente, plasmideos foram construidos com o promotor de NF-kB que a-

ciona um gene repérter, LacZ. As células transfectadas com este plasmideo
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foram tratadas com varias doses de CVT-E002 e avaliadas quanto a produ-
¢ao dos produtos do gene reporter.

Os resultados demonstram que CVT-E002 induziu niveis signifi-
cativos da citocina pro-inflamatéria IL-6 e do fator antiviral tipo |. A produgéo
de IFNB em macréfagos peritoneais de apenas tipo selvagem, mas nao ca-
mundongos MyD88-/- (figuras 12, 13A e 13B). As culturas nao tratadas ou
tratadas com HT-1001 eram negativas. Estes resultados indicam que a esti-
mulacao induzida por CVT-E002 de IL-6 e IFNB é dependente de MyD88-e
indicam que CVT-E002 ativa a producdo de citocinas pré-inflamatérias e an-
tivirais em células imunes de vertebrados por intermédio de TLRs.

Exemplo 5 - |dentificagao de TLR utilizado por CVT-E002

Para identificar os TLRs que podem ser receptores para CVT-
E002, foram construidas células para expressar apenas receptores TLR in-
dividuais. Estas células foram tratadas in vitro com doses otimas de CVT-
E002 e ligantes/agonistas de TLR do controle, e os sobrenadantes destas
células foram usados para medir a producao de IL-I, IL-6, TNFa e NO. Para
assegurar que as células que expressam cada TLR individual sejam funcio-
nais, os controles positivos foram incluidos usando ligantes/agonistas co-
nhecidos para cada TLR. Os resultados indicam que CVT-E002 n&o 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 h-
TLR2, hTLRI/2, hTLR2/6 € hTLR4 (Controles Pam3CSK/LPS) (figura 14). O
tratamento com CVT-E002 por 48 horas estimulou a produgédo de EL-8 em
células 293 transfectadas com hTLR2, hTLRI/2, hTLR2/6 e hTLR4 (Controles
Pam3CSK/LPS) (figura 15). hTLR4 representa co-expressao de TLR4 com
MDR e CD 14. Para ambos periodos de tempo, aumentos significativos na
producao de IL-8 foram observados para todos receptores.

Exemplo 6 — Effeito da distribuicao através da mucosa de CVT-E002

CVT-E002 ou controles foram distribuidos para camundongos
por via oral na sua dieta, ou por via intranasal ou intravaginal. Os camun-
dongos foram subsequentemente desafiados por via intranasal ou intravagi-

nal com vérias doses de HSV-2 ou virus da estomatite vesicular sensivel a
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interferon (VSV). A protegao contra infecgéo viral foi avaliada medindo o pe-
$0 corporal, monitorando a patologia bruta, e medindo as titulagées dos virus
do desafio no pulmao e lavagens genitais e tecidos usando ensaios com pla-
cas em varios pontos no tempo depois do desafioc com virus (dias 1-3 e 6
dias depois da infeccao) (figuras 17A e 17B).
Exemplo 7 — Capacidade de CVT-EQ002 para inibir o desenvolvimento de
hiper-responsividade das vias aéreas (AHR) e para diminuir a quantidade de
inflamacgao eosinofilica das vias aéreas

Camundongos OVA e CVT-E002+0OVA foram sensibilizados du-
as vezes com OVA e alume por injegdes intraperitoneais, enquanto que os
animais do controle n&o receberam qualquer imunizagéo. Sete dias depois
das imunizagdes finais, os animais do controle e os camundongos CVT-
E002+OVA receberam 200 mg/kg do composto CVT-E002 por gavagem por
sete dias consecutivos. 24 horas depois da gavagem final, todos os camun-
dongos foram desafiados duas vezes com 50 pug OVA infranasal e avaliados
quanto a AHR e inflamacgé&o das vias aéreas 24 h depois do segundo desafio.
A pausa expiratéria (Penh) foi medida por pletismografia de corpo inteiro pa-
ra determinar AHR em resposta a desafio com metacolina (n=3) *P < 0,05
em comparacéo com OVA ou grupos do controle (figura 16A). A inflamagao
das vias aéreas foi determinada pelo nimero de eosinéfilos no fluido BAL
(n=3). *P < 0,05 em comparagédo com OVA ou grupos do controle (figura
16B).

Como deve ficar evidente para os versados nea técnica, varias
modificagbes, adaptagdes e variagbes da descricdo especifica precedente

podem ser feitas sem fugir do escopo da invencao aqui reivindicada.
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REIVINDICAGOES

1. Método para prevenir, tratar ou melhorar uma condicao susce-
tivel a prevencao, fratamento ou melhora pela ativagdo da sinalizacdo de
imunidade inata em um individuo que necessita de tal tratamento, compre-
endendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de pelo menos uma
fragcao de ginseng.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, onde a condigdo é
selecionada no grupo que consiste em alergia, asma, infeccéo viral., infec-
¢ao microbiana e cancer.

3. Método, de acordo com a reivindicacao 2, onde a infecgao vi-
ral é causada por um virus respiratério ou transmitido pela mucosa, incluindo
influenza, coronavirus, herpes, virus sincicial respiratério, rabdovirus, e virus
da imunodeficiéncia humana.

4. Método, de acordo com a reivindicagéo 2, onde a fragao é fa-
bricada a partir de um ginseng selecionado no grupo que consiste em Panax
quinquefolius, Panax trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax schin-
seng, Panax notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax vietnamensis, Pa-
nax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou fres-
co, ginseng branco, e ginseng vermelho.

5. Método de acordo com a reivindicagédo 4, em que a fragéo é
uma fragdo de Panax quinquefolius.

6. Método de acordo com a reivindicagédo 5, em que a fracdo é
selecionada no grupo que consiste em CVT-E002, PQ;, PQa23 e fragdes puri-
ficadas de CVT-E002, PQ, e PQ223.

7. Método de acordo com a reivindicagédo 6, em que a fracéo é
CVT-EQ02.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que CVT-E002
modula a transdugéo de sinais a partir de um receptor semelhante a Toll.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, em que o receptor
semelhante a Toll é o receptor semelhante a Toll 2.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 8, em que o receptor

semelhante a Toll € um heterodimero do receptor semelhante a Toll 2 recep-
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tor semelhante a Toll 6.

11. Método de acordo com a reivindicagao 8, em que o receptor
semelhante a Toll € um heterodimero do receptor semelhante a Toll 2 e do
receptor semelhante a Toll 1.

12. Método de acordo com a reivindicagao 8, em que o receptor
semelhante a Toll é o receptor semelhante a Toll 4.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que CVT-EQ002
induz a regulagéo ascendente de linfocitos e células apresentadoras de anti-
genos, secrecao de citocinas, secrecao de fatores antivirais ou combinacgdes
dos mesmos.

14. Fracdo de ginseng para a ativacédo de respostas imunes ina-
tas e adaptativas para prevenir, tratar ou melhorar uma condicéo.

15. Fragao de acordo com a reivindicagdo 14, em que a fragdo é
fabricada a partir de um ginseng selecionado no grupo que consiste em Pa-
nax quinquefolius, Panax trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus, Panax
schinseng, Panax nofoginseng, Panax pseudoginseng, Panax vielnamensis,
Panax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng verde ou
fresco, ginseng branco, e ginseng vermelho.

16. Fragao de acordo com a reivindicagdo 15, em que a fragao é
uma fragao de Panax quinquefolius.

17. Fragédo de acordo com a reivindicagdo 16, em que a fragéo é
selecionada no grupo que consiste em CVT-E002, PQ,, PQ223 € fragdes puri-
ficadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQ22s.

18. Fracéo de acordo com a reivindicagdo 17, em que a fracéo é
CVT-EQ02.

19. Composicao farmacéutica que compreende a fracdo como
definida na reivindicagdo 14, em combinacido com outro medicamento ou
com um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis, incluindo itens ali-
menticios, para a ativacao de respostas imunes inatas e adaptativas para
prevenir, tratar ou melhorar uma condig¢éo.

20. Composicao de acordo com a reivindicacao 19, em que a

fracao é fabricada a partir de um ginseng selecionado no grupo que consiste
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em Panax quinquefolius, Panax trifolia, Panax ginseng, Panax japonicus,
Panax schinseng, Panax notoginseng, Panax pseudoginseng, Panax viet-
namensis, Panax elegatior, Panax wangianus, Panax bipinratifidiis, ginseng
verde ou fresco, ginseng branco, e ginseng vermelho.

21. Composicao de acordo com a reivindicacdo 20, em que a
fracdo é uma fracao de Panax quinquefolius.

22. Composicédo de acordo com a reivindicagdo 21, em que a
fracdo é selecionada no grupo que consiste em CVT-E002, PQ;, PQ23 €
fracbes purificadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQy2s.

23. Composi¢éo de acordo com a reivindicagdo 22, em que a
fragcdo e CVT-E0Q2.

24. Uso da fragéo de ginseng como definida na reivindicagdo 14,
para a preparagaéo de uma composigcao farmacéutica ou um item alimenticio
para a ativagcdo de respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tra-
tar ou melhorar uma condigéo.

25. Uso de acordo com a reivindicagdo 24,em que a condicao &
selecionada no grupo que consiste em alergia, asma, infec¢do viral, infec¢ao
microbiana e cancer.

26. Uso de acordo com a reivindicagdo 25, em que a infecgéo é
causada por um virus respiratério ou transmitido pela mucosa, incluindo in-
fluenza, coronavirus, herpes, virus sincicial respiratério, Rhabdoviridae, e
virus da imunodeficiéncia humana.

27. Uso de acordo com a reivindicagdo 25, em que a fragdo &
fabricada a partir de um ginseng selecionado no grupo que consiste em Pa-
nax 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, e ginseng vermelho.

28. Uso de acordo com a reivindicagdo 27, em que a fragdo &
uma fracdo de Panax quinquefolius.

29. Uso de acordo com a reivindicacdo 28, em que a fragédo é

selecionada no grupo que consiste em CVT- E002, PQ;, PQ»2; € fragdes pu-
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rificadas a partir de CVT-E002, PQ; e PQ2z3.

30. Uso de acordo com a reivindicagao 29, em que a fragao é
CVT-E002.

31. Método para ativar respostas imunes inatas e adaptativas
para prevenir, tratar ou melhorar uma condigdo em um individuo que neces-
sita de tal ativagéo, compreendendo administrar uma fracdo de ginseng co-
mo definida na reivindicagdo 14, ao individuo.

32. Método prevenir, tratar ou melhorar uma condigao associada
a ativacdo da sinalizagdo de imunidade inata, compreendendo modular a
transducéo de sinais a partir de receptores semelhantes a Toll administrando
uma fracéo de ginseng como definida na reivindicagao 14, a um individuo

que necessita de tal prevencao, tratamento ou melhora.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ATIVAGAO DE RESPOSTAS IMUNES INATAS E
ADAPTATIVAS POR UM EXTRATO DE GINSENG".

A presente invencgéo refere-se a fragdes de ginseng e a métodos
para ativar respostas imunes inatas e adaptativas para prevenir, tratar ou
melhorar uma condicao em um individuo, administrando ao individuo uma
quantidade eficaz de uma fragdo de ginseng, uma composicdo farmacéutica
que compreende a fragdo em combinagdo com outro medicamento ocu com
um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis, ou um item alimenticio
que compreende a fragcdo. A fragcdo pode ser fabricada a partir de Panax
quinquefolius ou pode ser selecionada entre CVT-E002, PQ,, e PQ.,; e fra-
coes purificadas a partir de CVT-E002, PQ;, e PQozs.
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