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Descrigdo referente & patente de in-
vengdo de ROUSSEL-UCLAF, sociedade
anbnima francesa, industrial e comer-
cial, com sede em 35, Bd des Invali-
des, 75007 Paris, Francga, (invento-
res: Pierre Smets e René Zalisz, re-
sidentes na Franga), para "PROCESSO
PARA A PREPARAGAO DE UM NOVO DERIVA-
DO SULFATADO DO _GALACTANO EXTRAIDO
DE KLEBSIELLA".

Descricio

A presente inveng¢#o refere-se a um processo para
preparar um derivado do galactano extraido de Klebsiella.

A Patente Francesa FR 2574429 descreve acil-gli-
canos extraidos de Klebsiella constituidos por aproximada-
mente 80% de oses neutras, 20% de lipidos, menos de 2% de
proteinas, possuindo um peso molecular de aproximadamente
12500 e contendo uma cadeia de galactoses ligadas em 1-3.
Possuem propriedades anti-alérgicas e imuno-moduladoras. O
pedido de Patente Francés n? 8909305 registado em 11 de ju-
1ho de 1989, e o0 pedido de Patente Europeu n? 904019874 des-
creven galactano de baixo peso molecular extraido de Kleb-
Siella, 0 seu processo de preparacio e a sua aplicacBo enm
medicamentos, nomeadamente medicamentos imuno-estimulantes.

A presente inveng#o refere-se a um processo para
preparar um novo derivado sulfatado do galactano extraido
de Klebsiella, a partir do galactano obtido anteriormente.
Esta inveng8o tem também como objectivo um processo pars
preparar um novo derivado sulfatado de galactano extraido
de Klebsiella, constituido, essencialmente, por oses neutras
sulfatadas numa propor¢so de 20 a 90% de hidroxilos.
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A composig#o em oses neutras é determinada por
cromatografia em fase gasosa depois de metanolise de acordo
com o método de ZANETTA J. Chromato., (1972) 69, p. 291 ou
com o método de KAMERLING (Biochem J. (1975), 151, p. 491).

Esta inveng#o tem, mais particularmente, por ob-
Jjectivo um processo para preparar um derivado sulfatado do
galactano constituido, essencialmente, por oses neutras
sulfatadas numa propor¢so 40 a 80% em hidroxilos.

Entre os produtos preparados segundo O processo
da presente invenc#o, & preferido o derivado sulfatado do
galactano constituido essencialmente por oses neutras sul-
fatadas numa proporcdo de 50 a 70% em hidroxilos.

O derivado sulfatado do galactano obtido de acor-
do com o processo desta invengBo é constituido por uma ca-
deia linear de galactose em 1-3 e possui um peso molecular
compreendido entre 5000 e 12000 e, de preferéncia, prdéximo
de 7000.

Estes polissacarideos est3o isentos de 1ipidos e
de proteinas.

A composigHBo em galactose é detemminada por cro-
matografia em fase gasosa depois de redugfo e metanolise.

Os 1lipidos s#30 doseados por cromatografia em fase
gasosa depols de metanolise.

As proteinas s#o doseadas pelo método de LOWRY
(J.B.C. (1951), 193, p. 265-273). '

) Asequéncia de cadeias de galactose é determinada
pPelos métodos cléssicos de metilagdo, andlise por cromato-
grafia em fase gasosa ligada & espectrometria de massa,
oxidag¢#o periddica, RUN de 1y e 130. Os resultados mostram
que 0 galactano é formado por uma cadeia linear de radicais
de galactose ligados por liga¢Bes alfa (1-3) 50% e bets
(1-3) 50%, com um grupo de repetigHo comstituido por 8 rag-
dicais galacto-piranose num radical galacto-furanose.

O derivado sulfatado do galactano obtido de acor-
do com 0s processos desta inveng80 pode preparar-se g rar-

tir de diferentes espécies de Klebsiella. % preferido, em
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particular, o derivado sulfatado do galactano proveniente
de Klebsiella pneumonis e nomeadamente da espécie deposita-
da no Institut Pasteur em Paris ou Collection Nationgle de
Culturée de Microorganismes (CNCM) sob os nidmeros 52145 e
1-163 e na National Culture Type Collection sob o nimero
5055,

0 processo desta inveng®o é caracterizado por se
tratar um acil-glicano extraido de Klebsiella, essencial-
mente constituido por aproximadasmente 80% de oses neutras,
20% de lipidos, menos de 2% de proteinas e possuindo um pe-
80 molecular de aproximadamente 12500, por hidrdélise dcida
suave, cromatografia de elevada capacidade sobre permutado-
res de aniles, recuperar a frac¢do n¥o retida, se filtrar
sobre gel, se recuperar a fracgdo contendo o galactano de
peso molecular compreendido entre 4000 e 10000, processo
este caracterizado por se sulfatar a fracg8o de galactano
assim obtida, se purificar por didlise e se isolar o deri-
vado sulfatado do galactano assim obitido.

0 acil-glicano extraido de Klebsiella de partida
pode obter-se a partir de um extracto bacteriano hidrosso-
1¥vel de Klebsiella, por aquecimento e depois fraccionamen-—
to cromatogrifico. Tais preparagles foram ji descritas no
pedido de Patente Frangés FR 2574429 e no pedido de Patente
AlemBo DE 3543267,

0 extracto bacteriano hidrossolivel de Klebsiella

| prepara-se de acordo com 0s processos descritos nas Paten-

tes FR 2490496 e EP 49182.

’ Para as condi¢Bes preferidas, o processo desta
inveng#do desenvolve-se como Se Segue:

- A hidrdlise hcida suave do acil-glicano efectua

Se numa solugdo de gcido acético a 1%, por aquecimento a
100°C durante 90 minutos, eliminag#o do precipitado Fformado
que contém a fracgfo lipidica, por centrifuga¢8o, por exem-—
plo, durante 30 minutos a 2000 R. Recolhs do sobrenadante
que contém o galactano e que posteriormente pode ser liofi=-
lizado.

- 0 galactano é depois separado do sobrenadante
_3..




. dugBo de II; e de INF a0 nivel dos macrofagor e sobretudo

por fraccionamento cromatogrifico. Recolhe~se a fracgho
constituida por oses neutra.

- 0 fraccionamento efectua-se por cromatografia
sobre permutadores de aniBes, de preferéncia, por cromatogrs
fia de elevada capacidade, por exemplo, sobre Magnum 9SAX
Whatman. A cromatografia de elevada capacidade sobre permu-
tadores de aniles consiste em separar o0 galactano por elui-
¢%o com dgua. Determina-se a fraccgHo Aue interessa, consti-
tuida por oses neutras, por detecgBo espectrofotométrica a
200 nm e 492 nm depois de coloragdo no ensaio de fenol-4ci-
do sulfirico, de acordo com o método de DUBOIS (Anal. Chem.
(1956) 28, p. 350).

~ Submete-se a referida fracgBo, constituida por
oses neutras, a uma filtragBo sobre gel 0 que permite a re-
cuperagd@o da frac¢8o contendo galactano de peso molecular
compreendido entre 4000 e 10000. 4 filtragio sobre gel efec
tua-se sobre suportes comercializados, por exemplo sobre
Sephadex ou Biogel agarose; utiliza-se, de preferéncia,
Biogel A-1,5 M.

- A sulfatagBo da frac¢do de galactano efectua-se
por meio de um dcido sulfénico tal como dcido cloro-sulféni
co no meio de uma amina tal como piridina ou por meio de um
sulfonato tal como o N-sulfonato de piperidina, funcionando
por aquecimento do meio reaccional.

A didlise efectua-se com dgua destilada.

0 derivado sulfatado do galactano obtido de acor-
do com o processo da presente invenc¢io, possui propriedades
farmacoldgicas muito interessantes; possui nomeadamente pro
priedades imuno estimulantes importantes assim como uma bosa
tolerancia. Possui ainda a propriedade de estimular a pro-

de estimular a geragBo de radicais livres (polinucle es).
Permite igualmente o efeito sinérgico do GM-CSF (Granulomo-
nocito-Colony Stimulating Factor). '

Nota-se igualmente uma actividade notdvel anti-
—elastase, tanto contra a elastase pancredtica bovina como
contra a élastase leucocitdria humana. Estes produtos apre-—
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sentam igualmente uma actividade anti-coagulante.

Estas propriedades s80 ilustradas adiante na par-
te experimental.

Bstas propriedades justificam s utiliza¢8o do de-
rivado sulfatado do galactano tal como gtris definido como
medicgmento.

Estes medicamentos podem, por exemplo, utilizar-
-se no tratamento ou na prevengf@o de imuno-depressfes, de
doencas infecciosas causadas por bactérias ou virus, e, em
particular, pelo virus da Sida no tratamento de doengas de
parasitas, de téxi-infecgBes, no tratamento de infecg¢les
pés-hospitalares, pbs-cirirgicas e de alergias de qualquer
origem. Estes medicamentos podem igualmente utilizar-se,
com vantagem, no tratamento de enxertos de medula bssea e
de aplasias medulares pds-quimioterdpicas.

A dose normal varia de acordo com O produto utili-
zado, o individuo tratado, a afec¢80 em causa, e pode, por
exemplo, ser de 0,5 a 5 mg por dia por vig oral.

Estes medicamentos podem igualmente utilizar-se
por exemplo, em pneumologia, no tratamento de efisems, de
pneumononias, bronquites, perturbagdes causadas pelo taba-
gismo ou pela poluigHo atmosférica, em cardiologia no tra-
temento de artites, assim como, por exemplo, em dermatologig
no tratamento de psoriases, de queimaduras, de bolhas e do
envelhecimento da pele, em gastroenterologia, no tratamento
de pancreatites agudas, e, de uma forma geral, no tratamento
de todas as afec¢Bes que ponham em causa 0 mau funcionsmento
da elastase, assim como, no tratamento de doencas trmbo-em-
bélicas. A dose normal, varia de acordo com o produto utili-
zado, o individuo tratado e a afecgB0 em causa, e pode, por
exemplo, ser de 1 a 300 mg, por dia, por vis intravenosa,
no homemn,

0 derivado sulfatado do galactano extraido de Kledb
Siella tal como atrds definido pode utilizar-se para prepa=-
rar composigBes farmacéuticas que o contdm como ingrediente

activo,

Para medicamentos, o derivado sulfatado do galac-
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tano extralido de Klebsiella, tal como atrds definido, pode
ser incorporado em composig¢Bes farmacéuticas destinadas a
via digestiva, parentérica ou-local.

As composig¥es farmacéuticas correspondentes podem
Ser, por exemplo, sdélidas ou liquidas e apresentarem-se sob
as formas farmacéuticas normalmente utilizadas em medicina
como, por exemplo, comprimidos, simples ou em drageias,
granulados, solugBes, xaropes, supositdrios, preparacgles
injectaveis liofiligzadas ou n%o, 6vulos, cremes, pomadas,
locgBes, gotas, colirios e aerosdis; preparam-se de acordo
com os métodos habituais. O ou ogs ingredientes activos po=-
dem ser incorporados em excipientes normalmente utiligzados
nestas composig¢¥es farmacéuticas, tais como, talco, goma
arébica, lactose, amido, estearato de magnésio, manteiga de
cacau, veiculos aquosos ou n#&o, gorduras de origem animal
ou vegetal, derivados parafinicos, glicdis, diversos agen-
tes espumantes, dispersantes ou emulsionantes, e conservan-
tes.

Apresentam-se em seguida, a titulo nZo limitativo,
exemplos do processo desta invencg®o.

Exemplo 1: Derivado sulfatado do galactano extraido de
Klebsiella.

A piridina arrefecida a 0% em gelo, adicionou-se
um gcido cloro-sulfdénico (0,4 cm3). Depois de voltar & tem-
peratura ambiente, adicionou-se o0 galactano extrafdo de
Klebsiella pneumoniae (25 mg) em suspensio na plrldlna (24

3) Aqueceu-se a mistura durante 3 horas a 80° C, arrefe~
ceu-se a temperatura ambiente, dilui-se com 4gua destilads
(30 cm ) e finalmente tratou-se com uma solugo 2,5 M de
hidrdéxido de sdédio (5 om3) Concentrou-se, sob vacuo, a so-
lug8o obtida, fez-se a didlise com Zgua destilads durante
3 dias, congelou-se e liofilizou-se.

Obteve~-se 0 derivado sulfatado de galactano ex-
traido de Klebsiella.

No produto obtido os hidroxilos s3o sulfatados
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. =sulfirico. Esterilizou-se por filtragBo sobre membrana de
' 0,22 micra, e depois liofilizou-se e obtiveram-se 22 mg do

numg propor¢io de 60%. O peso molecular é prdéximo de 7000,

Preparacio do galactano extraido de Klebsiells pneumoniae
Solubilizaram-se 334 mg de acil-glicanos de Klebs

iella obtido como indicado no exemplo 1 do pedido de Paten-

te Frang¢és n 2574429 a partir da espécie depositada no
Institut Pasteur sob o n? I-163) em 33,4 cn’ de solucdo de
4cido acético a 1%, e agqueceu-se a lOOOC durante 90 minutos,
Depois de arrefecimento, separou-se 0 precipitado que con-
tinha a fracg¢#o lipidica por centrifugacso a 2000 R durante
30 minutos. Liofiligzou-se 0 sobrenadante e isolaram-se 200
mg do residuo que se redissolveu em 4 cn’ de dgua. Feg-se
3, sobre uma coluna de
cromatografia de elevada capacidade de permutador de aniles
Whatman Magnum 9 SAX (9,4 cm ®50 cm), luida por 4gua duran-

te 30 minutos, com um caudal de 2 cmB/minuto com detecgio

a cromatografia, por fracg¢les de 1 cm

a 200 nm, Isolou-se a firacg80 que continha as oses neutras
determingdas a 492 nm, depois do ensaio ao fenol-sulfdrico.
Isolaram-se por liofilizac¢do 55 mg de fracgio neutra.
Isolamento do galactano

Dissolveu-se o liofilisado anterior num tamp#o de
dgua~-4cido acético-piridina (973-7-20), e depois submeteu-
-se a uma filtrag8o sobre gel por cromagtografia em coluna
de Biogel A.1.5M (2 cmxl.Bm), equilibrada com o mesmo tam-
p&o. Recolheu-se a frac¢8o detectada pelo ensaio de fenol-

galactano pretendido,

Exemplo 2: Derivado sulfatado do galactano extraido de Kleb-
siellg

A piridina arrefecida a 0°C em gelo, adicionou-se
dcido cloro-sulfdnico (4 cmB). Depois de voltar & temperatu-
ra ambiente, adicionou-se o galactano extrafdo de Klebsiella
pneumoniae (preparado como indicado na preparacio dada no
exemplo 1) (85 mg), em suspensio na piridina (24 cm3), Aque-
ceu-se a mistura durante 2 horas s 80°C, arrefeceu-se &
temperatura ambiente e diluiu-se com dgua destilada (30 cm?)
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Levou~-se 0 pH da mistura de reacclo a 6 por adigfo de umg
solug#o de hidrdxido de sddio 2,5 M, Fez-se a didlise, com
dgua destilada, da solugBo obtida, corgelou-se e liofiligzou
-se. Obtiveram-se assim 32 mg do derivado sulfatado de ga-
lactano extraido de Klebsiella pneumoniae.

Exemplo 3:

Prepararam-se comprimidos com a férmula:
~ Produto do exemplo l.iveceseasosssesscsnccnssconns 1 ng
- Excipiente q.b. para um comprimido acabado com.,, 100 mg
(composic80 do excipiente: lactose, amido, talco, estearato
de magnésio).

Exemplo 4:

Prepararam-se comprimidos com g férmula:
— Produto 4O eXempPlo Zeeseessscrssscesesasssannnas 1 ng
~ Excipiente q.b. para um comprimido acabado com,. 100 mg
(composigBo do excipiente: lactose, amido, talco, estearato
de magnésio).,

Exemplo 5:
Prepararam-se aerosdis que libertavam doses con-—
tendo cada uma:

= Produto do eXemplo L.eeeereeeesneeerennnsnses 0,5 mg
~ EMUlSi0nantee et e iieerteetetentenneenenonenss 0,15 mg
—PropulsorouOcaoo.octl!.o0..0!100.000.000.0.0. 50’00 mg

Exemplo 6:

Preparou~se um creme com g férmula;
=Produto 40 eXempPlo 2.i.iuiiiiriiinenrennnenennrnn.. 1 mg
-Excipiente: dlcool 2~octil-dodecanol, 41coo0l cetostearili-
co, sulfato de sédio, parathidroxi-benzoato-de metilo e de
propilo,
agua I K I 7=

Estudo_bioguimico:

Determinou-se a actividade do derivado sulfgtado
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de galactano extraido de Klebsiella por medic®0 da inibi-
¢80 de sincitia (Gruters et al Nature Vol 330 pig. 74-77,
5, Novembro 1987) e pela determinago da actividade pro-
tectora exercida relativamente a determinadas culturas ce-
lulares.

A) Preparacdo e titulac%o do virus

19 Preparagso do virus.

~Sobrenadante de células H 9 111B (infectadas de forma
crénica pelo HIV), cultivadas durante 48 horas a partir de
107 células/cmz.

~Sobrenadante centrifugado, filtrado a 0,45 micromoles, em
aliquotas e armazenando g -80°¢.

29 Titulac8o do virus.

~Transcriptase inversa (RT).

Sobre o sobrenadante fresco 4,Ox106

3

cpm/cm”,
Depois de descongelag®o 4,5x10 opm/cm3.
Ensaio MT4/MTT-técnicas:

100 microlitros de diluigBes, em série, de virus numa pla-
ca de micro-titulacso.

-Adic#do de 100 microlitros de suspens®o celular contendo
5-10% células T4,

-Cultura de 7 dias a 37°C, 5% CO,.

—-Adic¢8o do MTT (sal de tetrazblio, colorante de viabilida-—
de). '

~Incubag8o durante 4 horas a 37°C.

-Paragem da reacg#o por adi¢%o de umas solucgBo de 4cido clo-
ridrico em isopropano.
-Leitura da densidade dptica (D) a 540 nm (depois de disso-
lugHo dos cristais).

Resultados

Determina-se a relag3o entre a dendidade dptica
de células infectadas (citotoxidade viral = DO fraca) e a
densidade Optica das células infectadas (viabilidade e DO
méximas) em fung¢io da diluic%o de virus (média sobre 3 tu-
bos).

Quanto mais as células est3o infectadas mais ests

-9 -




].o_n

relagsio é fraca.

B) Actividade protectora do derivado sulfatado de galactano
extraido de Klebsiells
1. Inibig80 de Sincitia

Efectua-se uma co=-cultura de células H 9 III
(infectadas de forma crdnica, 107 oélulas/cm3) com as cé-
lulas SUP Tl (n#o infectadas: 2x10° células/cm>).

Formam-se sincitia que se contam ao microscdpio.

Cada tipo de células é ou n#o pré-incubado com o
produto estudado, durante uma noite a 37°¢C.

Quando n¥o hi pré-incubagso, o produto estudado
adiciona-se hs células no momento em que se efectua a cul-
tura.

Sempre que haja uma inibic¢so da formac3o de sin-
citia n#s células tratadas relativamente &s células de con-
trolo, o produto estudado é protector.

Os resultados obtidos apresentam-se agdiante:

QUADRO 1

co-culturs com o produto estudado sem incubac¢®o prévia

Produto Percentagen de inibigZo
Exemplo 1 ensaio N2 1 ensgio N? 2
em microgra-
mas/cm3
1 0 10
10 42 17
100 100 100

QUADRO 2

pré-incubagso com o produto estudado durante 1 noite a 37°¢
antes da co-culturs
- 10 =
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Produto Percentagem | de inibigio
BExemplo 1 célula H 9 III célula Sup Ti
en micogra-— '
mas/cm3
1 17 23
10 23 27
100 100 100

2. Ensaio MT4/KTT

Utiligzaram-se cédlulas MT4 g 106 células/cmB. Di-
luiram-se a metade com ou sem produto estudado, em concen-
tragBes diferentes. Introduziram-se sobre uma placa de mi-
cro-titulag&o 100 microlitros de virus HIV em diferentes
diluig¢Bes e 100 microlitros de suspens#o celular pré-trata-
da.

Incubaram-se a 3700 durante 7 dias, adicionou=-se
0 MIT e efectuou-se uma leitura no espectrofotdmetro.

Determinou~se a percentagem de inibic8o da infeccH
das células MT4,

Os resultados obtidos apresentam-se adiante:

QUADRO 3
Produto Percentagem de inibicg8o
Exemplo 1
en microgramas/cm3
1 14
10 99
100 84

- 11 -
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3- Ensaio H9

Utilizaram-se células H9 que se trataram com po-
libreno, lavaram-se e recuperaram-se em 100 microlitros do
meio, com ou sem 0 produto estudado a diferentes concen-
tragBes. Incubaram-se durante 2 horas s 3700, adicionaram-
-se 100 mlcrolltros de virus HIV a l/lO mantiveram-se 1
hora a 37 C e lavaram-se. ’ '

Recuperaram-se as células em 1 cm? do meio com
ou sem o produto estudado, dividiram-se em 2 tubos, 500
microlitros por tubo e 2x10° células por tubo.

Em J + 4 adicionaram-se 500 microlitros de meio
de cultura com ou sem o produto estudado.

Em J + 8, substituiu-se a porgcso do sobrenadante
por meio novo.

Em J + 11, efectuou-se uma dosagem de transcri-
ptase inversa sobre 0 sobrenadante e uma determinac3o de
imuno-fluorescéncia sobre as células.

Os resultados obtidos gpresentam-se adiante:

QUADRO_4
Transcriptase Imuno-fiuo=-
Inversa wescéncia
cpm/cm3 % de % de
% de células | inibi-
inibi=- fluores— | ¢3o
X lO4 ¢o centes
Células n3o
infectadas 1,68 0
¢élulas
infectadas 291 51
Produto exemplo
1 (concentrac8o
em microgramas/cm>
- 12 -




1 6,42 76 94
10 1,16 100 100
100 1,12 100 100

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios mos-
tram que 0 produto estudado inibe de forma muito importante
a formagB0 de sincitia e que protege a célula estudada da
infec¢80 causada pelo virus HIV.

Estudo da actividade anti-élastase.
Determinou-se a actividade anti-élastase por do=-
sagem espectrofotométrica relativa a élastase leucocitiria

4

humana (por uma técnica andloga & descrita por Boudier et
al. Clin., Chim, Acta. 132, 309-315 (1983).

Produto do Elastase leucocitdrisa
exemplo humans
1 Ki : 1 x 1079M
REIVINDICACOES

- 18 -

Brocesso para preparar um novo derivado sulfatado
do galactano extraido de Klebsiella, que & essencialmente
constituido por oses neutras sulfatadas numg propor¢cio de
20 a 90% dos hidroxilos, caracterizado por se tratar um
acil-glicano extraido de Klebsiella, essencialmente congti-
tuido por cerca de 80% de oses neutras, 20% de lipidos, me-
nos de 2% de proteinas e possuindo um peso molecular de
cerca de 12500, por hidrdlise §cida suave, cromatografia de
elevado rendimento sobre um permutador de aniles, por se
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recuperar a frac¢do ndo retida, se submeter a uma filtracgHo
sobre gel, por se recuperar a fracgio contendo o galactano
de peso molecular compreendido entre 4000 e 10000, por se
sulfatar a fracgdo de galactano assim obtido, se purificar
por didlise e se isolar o derivado sulfatado do galactano
assim obtido.

Processo de acordo com g reivindicag¢fo 1, carac-—
terigado por a sulfatacio da fraccdo de galactano ser efec-
tuada por meio de um 4cido sulfdnico tal como o 4e¢ido cloro
-sulfdénico no seio de uma amina como g piridina ou por meio
de um sulfonato como o N-sulfonato de piperidina efectuando
0 aquecimento do meio de reaccfo e a por se efectuar a dij-
lise contra dgua destilada.

- 38 -

Processo de acordo com a reivindicacio 1 ou 2,
caracterizado por se sulfatar 40 a 80% dos hidroxilos.

- A8 -

Processo de acordo com gs reivindicacgles 1, 2 ou
3, caracterigzado por se sulfatar 50 a 70% dos hidroxilos.

- Hg .

Processo de acordo com qualquer das reivindica-
¢O0es de 1 a 4, caracterizado por se sulfatar um galactano
escolhido de tal maneira que se obtém um derivado sulfatado
do galactano comstituido por uma cadeis linear de galactano
de 1 a 3 e um peso molecular entre 5000 e 12000.

- 68 —
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Processo de acordo com qualquer das reivindica-
¢Bes de 1 a 5, caracterizado por se utilizar como composto
de partida um acil-glicano extraido de Klebsiella pneumo-

niae.
- 78 -

Processo de acordo com g reivindicagso 6, carac-
terizado por se utilizar como composto de partida um acil-
-glicano proveniente da estirpe depositada no Instituto
Pasteur em Paris ou na Collection Nationale de Culture de
Microorganismes (CNCM) sob os ndmeros 52145 e 1-1673 e na
National Culture Type Collection sob o n? 5055,

Processo para a preparagio de composicles farma-
céuticas, caracterizado por se incorporar como ingrediente
activo pelo menos um dos derivados sulfatados do galactano
tal como definido na reivindicag¢80 1 sob a forma destinada
a essa utiliszacg§o.

A requerente reivindica a prioridade do pedido
frangés apresentado em 4 de Dezembro de 1989, sob o no.
89-~15972.

Lisboa, 31 de Dezembro de 1990
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RESUMO

A invengdo refere-se a um Processo para preparar
um novo derivado sulfatado do galactano extraido de Kleb-
siella, que é essenciaslmente constituido por oses neutras
sulfatadas numg proporgfo de 20 a 90% dosg hidroxilos, que
compreende tratar um acil-glicano extraido de Klebsiella,
essencialmente constituido por cerca de 80% de oses neu-
tras, 20% de lipidos, menos de 2% de proteinas e possuindo
um peso molecular de cerca de 12500, por hidrdlise suave,
cromatografia de elevado rendimento sobre um permutador de
anides, recuperar-se a fracg¢io n%o retida, submeter-se s
uma filtragBo sobre gel, recuperar-se a fraccglo contendo o
galactano de peso molecular compreendido entre 4000 e 10000
sulfatar-se a fracgdo de galactano assim obtido, purificar-
-se por didlise e isolar-se o derivado do sulfatado do ga-
lactano assim obtido,
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