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DESCRIPCION
Activador de las placas de Peyer
Campo técnico
La presente invencion se refiere a un activador de las placas de Peyer.
Técnica anterior

Las placas de Peyer son tejidos foliculares linfoides altamente funcionalizados presentes en el tracto intestinal
superior y son uno de los tejidos inductivos que sirven como un importante punto de partida para la produccion de
IgA secretora especifica de antigeno y para la expresion de tolerancia inmunoldgica. Se sabe que las placas de
Peyer desempefian un papel importante en un sistema inmunitario que esta relacionado con la biofilaxis y se
denomina inmunidad intestinal. Por ejemplo, debido al fendmeno de la migracion dirigida, los linfocitos de las placas
de Peyer se reclutan constantemente en los tejidos de otros sistemas inmunitarios de la mucosa local y en los
sistemas inmunitarios sistémicos y funcionan para transmitir la informacién inmunitaria.

Como ejemplo de la actividad moduladora de la funcién inmunitaria de las placas de Peyer, se puede mencionar la
produccién de factores promotores del crecimiento celular de la médula ésea (por ejemplo, citocinas) en las placas
de Peyer. Como tal factor promotor del crecimiento celular de la médula ésea, por ejemplo, se conoce IL-6, que es
una citocina producida por células inmunocompetentes en las placas de Peyer, (bibliografia no de patente 1).

Mientras tanto, ya se ha informado de que los polisacaridos obtenidos de un rizoma de Atractylodes lancea DC y los
polisacaridos obtenidos de una parte aérea de Astragalus mongholics Bunge tienen actividad moduladora de la
funcién inmunitaria de las placas de Peyer (Bibliografia no de patente 2).

Ademas, se conoce un agente preventivo/terapéutico para la infeccion, un agente adyuvante de vacunas y un agente
preventivo/terapéutico para enfermedades en seres humanos o animales causadas por Coccidia, que contiene como
principio activo un extracto derivado de cafa de azucar que es una graminea (Bibliografias de patentes 1y 2).

Listado de citas
Bibliografia de patentes

Bibliografia de patente 1: JP-A-2000-297046
Bibliografia de patente 2: JP-A-2003-63975

Bibliografia no de patentes

Bibliografia no de patentes 1: T. Hong, T. Matsumoto, H. Kiyohara y H. Yamada: Enhanced production of
hematopoietic growth factors through T cell activation in Peyer’s patches by oral administration of Kampo (Japanese
herbal) medicines, ‘Juzen-taiho-to’, Phytomedicine, Vol. 5, pags. 353 a 360 (1998)

Bibliografia no de patentes 2: Hiroaki Kiyohara, Toshiake Matsuzaki, Tsukasa Matsumoto, Takayuki Nagai, Haruki
Yamada: Yakugaku Zasshi, Vol. 128, n.° 5, pags. 709 a 719 (2008)

Sumario de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

Hacer artificialmente posible la modulacion de la funcion inmunitaria de las placas de Peyer hace posible la
modulacién del sistema inmunitario relacionada con la biofilaxis, y por lo tanto es beneficioso. Como se divulga en la
bibliografia no de patentes 2, ya se conocen algunas sustancias que tienen actividad moduladora de la funcién
inmunitaria de las placas de Peyer. Sin embargo, todavia no se puede decir que el repertorio sea suficiente para
satisfacer las diversas necesidades de los consumidores.

Ademas, aunque ya se conocen algunos componentes funcionales derivados de una graminea, no se ha conocido
hasta ahora un componente que tenga actividad moduladora de la funcién inmunitaria de las placas de Peyer, por
ejemplo, un componente que tenga un efecto potenciador sobre la produccion de citocinas que tienen actividad
promotora del crecimiento celular de la médula 6sea en las placas de Peyer (en lo sucesivo en el presente
documento, este efecto también se conoce como un "efecto activador de las placas de Peyer").

En vista de las circunstancias anteriores, un objeto de la presente invencion es proporcionar un nuevo activador de
las placas de Peyer que tenga un efecto de potenciacion sobre la produccidon de citocinas que tienen actividad
promotora del crecimiento celular de la médula ésea en las placas de Peyer.
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Medios para solucionar los problemas
La presente invencion se expone de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Los presentes inventores han encontrado que una fraccion de a-glucano y una fraccion de heteroglicano purificadas
a partir de un extracto de Saccharum officinarum (cafia de azucar) eliminado por sacarosa, que se describira a
continuacion, tienen un efecto potenciador sobre la produccién de citocinas que tienen una actividad promotora del
crecimiento celular de la médula 6sea en las placas de Peyer, y por lo tanto han logrado la presente invencion.

Es decir, la presente invencion proporciona un activador de las placas de Peyer que contiene un polisacarido
obtenido a partir de cafia de azlicar como principio activo.

El activador de las placas de Peyer de la presente invencion tiene al menos un efecto potenciador sobre la
produccion de citocinas que tienen actividad promotora del crecimiento celular de la médula ésea (por ejemplo, IL-6)
en las placas de Peyer. Por lo tanto, al menos modulando la produccién de citocinas en las placas de Peyer, se
puede ejercer la actividad moduladora de la funciéon inmunitaria de las placas de Peyer. Ademas, la cafa de azucar
es una de las que se han utilizado como productos alimenticios desde la antigiiedad, y por lo tanto, se puede
proporcionar un activador de las placas de Peyer con mayor seguridad.

El polisacarido puede contener a-glucano como componente principal y tener un peso molecular maximo dentro del
intervalo de 720.000 a 1.080.000, con una proporcién de glucosa en todos los azicares componentes de 80% o
mas, siendo las proporciones de glucosa terminal no reductora y glucosa a-1,6-unida del 20 al 30% y del 15 al 25%,
respectivamente (en lo sucesivo en el presente documento, también denominada "fracciéon de a-glucano"). Como
resultado, se puede lograr un efecto activador de las placas de Peyer mas excelente. Incidentalmente, "glucosa a-
1,6-unida" en el presente documento significa una unidad de a-glucosa unida con otras unidades estructurales en los
grupos hidroxilo de la posicion 1y la posicion 6, y también se conoce como "glucosa a-6 unida".

Una "curva de distribucién de peso molecular” significa en el presente documento, una curva de distribucion obtenida
a partir del analisis del peso molecular de cada muestra de prueba (una fraccion de a-glucano y una fraccion de
heteroglicano) mediante cromatografia por filtracion en gel de alta velocidad (HPSEC). El peso molecular se calcula,
por ejemplo, a partir del tiempo de retencidon de una muestra de prueba basandose en una curva de calibracién del
coeficiente de peso molecular/tiempo de retencion (Kav) creado a partir del tiempo de retencidon de un polisacarido
natural (pululano P-800, 400, 200, 100, 50, 20, 10 y 5, Showa Denko) en HPSEC. Ademas, las condiciones de
HPSEC se pueden establecer de la siguiente manera, por ejemplo.

Columna; columna acoplada, Asahi-pak GS710 y Asahi-pak GS620 (cada 0,76 i.d. x 60 cm) (Showa Denko)

Sistema de bombeo; JASCO PV-980 (Jasco)

Detector; Shodex Rl SE-62 (Showa Denko) (sensibilidad: x2)

Eluyente; NaCl 0,2 M(1,0 ml/min)

Un "peso molecular maximo" en este documento significa un peso molecular que corresponde a un maximo superior
de un maximo en la "curva de distribucién de peso molecular" mencionada anteriormente.

Ademas, preferentemente, la fraccion de a-glucano se obtiene a partir de una fraccion obtenida precipitando con
etanol una materia prima seleccionada de un extracto de cafia de azucar y melaza derivada de cafia de azucar, y
eliminando las sustancias de bajo peso molecular del precipitado obtenido mediante didlisis o un proceso de
membrana (también denominada como una "fraccién precipitada con etanol").

La fraccion precipitada con etanol también se puede obtener utilizando un extracto de cafia de azlcar o una melaza
derivada de cafa de azucar tal como esta. Ademas, preferentemente, la fraccion precipitada con etanol se obtiene
utilizando una fraccion que absorbe luz a una longitud de onda de 420 nm y de la cual se excluyen la sacarosa, la
glucosa vy la fructosa, entre un gran ndmero de fracciones obtenidas al pasar un extracto de cafia de azucar o una
melaza derivada de cafia de azlcar a través de una columna llena con una resina de intercambio catiénico como
portador y realizando el fraccionamiento mediante una diferencia en la afinidad entre la resina de intercambio
catiénico y cada componente utilizando agua como eluyente (también conocido como "extracto derivado de cafia de
azucar"). Al usar el extracto derivado de cafia de azucar, la fraccion precipitada con etanol se puede obtener de
manera mas eficiente.

Preferentemente, la fraccién de a-glucano es una fraccion obtenida al pasar la fraccion precipitada con etanol a
través de una columna llena con una resina de intercambio anidnico como portador, eluyendo los componentes
adsorbidos en la resina de intercambio anionico con un disolvente de elucion que tiene una fuerza idnica baja para
obtener fracciones eluidas Yy filtrar adicionalmente con gel las fracciones eluidas obtenidas.

Preferentemente, la fraccion de a-glucano es una fraccion en una cantidad correspondiente al volumen vacio del
primer flujo de salida que es el resultado de pasar la fraccion precipitada con etanol a través de una columna llena
de una resina de intercambio aniénico equilibrada con agua como portador, eluyendo los componentes adsorbidos
sobre la resina de intercambio aniénico con NHsHCOs; 100 mM para obtener fracciones eluidas, y pasando
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adicionalmente las fracciones eluidas obtenidas a través de una columna de filtracién con gel que tiene un limite
molecular de 2 x 10% a 4 x 105 Da.

El polisacarido puede contener heteroglicano como componente principal y tener pesos moleculares maximos dentro
de un intervalo de 38.400 a 57.600 y dentro de un intervalo de 664.000 a 996.000, con proporciones de glucosa y
arabinosa en todos los azucares componentes de 30% a 50% y de 20 a 30 %, respectivamente, y una proporcién de
arabinosa terminal no reductora de 20 a 30% (en lo sucesivo en el presente documento, también denominado
"fraccion de heteroglicano"). Como resultado, se puede lograr un efecto activador de las placas de Peyer mas
excelente.

Preferentemente, la fraccion de heteroglicano se obtiene de la fracciéon precipitada con etanol. En este caso,
preferentemente, la fraccion precipitada con etanol se obtiene de el extracto derivado de cafia de azucar.

Preferentemente, la fraccion de heteroglicano es una fraccion obtenida al pasar la fraccion precipitada con etanol a
través de una columna llena con una resina de intercambio aniénico como portador, y eluir los componentes
adsorbidos en la resina de intercambio aniénico con un disolvente de elucién que tiene una alta fuerza iénica.

Preferentemente, la fraccion de heteroglicano consiste en:

una fraccion diferente a una fraccion en una cantidad correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida que
es el resultado de pasar la fraccion precipitada con etanol a través de una columna llena de una resina de
intercambio aniénico equilibrada con agua como portador, eluyendo los componentes adsorbidos sobre la resina de
intercambio aniénico con NH4HCO3 100 mM y posteriormente con NH4sHCO3; 300 mM para obtener fracciones
eluidas, y pasando adicionalmente las fracciones eluidas obtenidas a través de una columna de filtracion con gel que
tiene un limite molecular de 1 x 10*a 1 x 10% Da; y

una fraccion en una cantidad correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida que es el resultado de
pasar la fraccion precipitada con etanol a través de una columna llena de una resina de intercambio aniénico
equilibrada con agua como portador, eluyendo los componentes adsorbidos sobre la resina de intercambio aniénico
con NH4HCO3; 300 mM y posteriormente con NH4sHCOs; 1,8 M para obtener fracciones eluidas, y pasando
adicionalmente las fracciones eluidas obtenidas a través de una columna de filtracién con gel que tiene un limite
molecular de 2 x 10% a 4 x 10% Da.

El polisacarido se puede obtener precipitando con etanol una materia prima seleccionada de un extracto de cafia de
azucar y melaza derivada de cafia de azucar, y eliminando las sustancias de bajo peso molecular del precipitado
obtenido mediante didlisis o un proceso de membrana (equivalente a la "fraccion precipitada con etanol").

El activador de las placas de Peyer de la presente invencion tiene un efecto activador de las placas de Peyer y, por
lo tanto, también puede usarse como un potenciador inmunitario intestinal. Ademas, a través de su efecto
potenciador de la inmunidad intestinal, el activador de las placas de Peyer también se puede utilizar, por ejemplo,
como agente preventivo/terapéutico para la infeccion por plasmodios.

El activador de las placas de Peyer de la presente invencion también puede estar contenido en productos
alimenticios, aditivos alimentarios, alimentos para animales, productos farmacéuticos, aditivos farmacéuticos, etc., y
se puede utilizar.

La presente invencién también proporciona un medicamento para prevenir o tratar la infecciéon por plasmodios que
contiene el activador de las placas de Peyer de la presente invencion.

El medicamento para prevenir o tratar la infeccién por plasmodios se puede usar en combinaciéon con al menos un
agente antipaludico seleccionado del grupo que consiste en quinina, mefloquina, sulfadoxina, pirimetamina,
cloroquina, primaquina, artesunato, arteméter y lumefantrina. Preferentemente, el agente antipaltdico es artesunato.

La presente invencion también puede entenderse como el uso (o aplicacion) del polisacarido mencionado
anteriormente para activar las placas de Peyer. Ademas, la presente invencién también puede entenderse como un
método para activar las placas de Peyer, que incluye una etapa de administracion del polisacarido mencionado
anteriormente a un sujeto.

Efectos de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un nuevo activador de las placas de Peyer. De acuerdo con la
presente invencion, un agente que contiene un polisacarido obtenido de cafia de azicar como principio activo se
administra a un animal (p. €j., administracion oral), por lo que, por ejemplo, se puede lograr un efecto potenciador
sobre la produccién de citocinas (p. €j., IL-6 como un factor promotor de crecimiento celular de la médula ésea) en
las placas de Peyer. Como resultado, por ejemplo, a través de la potenciacién de la inmunidad intestinal, puede
potenciarse el sistema inmunitario relacionado con la biofilaxis.
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Ademas, el activador de las placas de Peyer de la presente invencion se deriva de cafia de azicar que ha sido
consumida por los seres humanos desde la antigiiedad, y por lo tanto, el activador no dafia la salud de los seres
humanos o animales industriales tal como los animales domésticos y las aves domésticas para el consumo humano,
y €s seguro.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una grafica que muestra los resultados de una prueba de efecto activador de las placas de Peyer en el
Ejemplo de Prueba 1.

La Fig. 2 es un esquema que muestra una etapa de separacion de la fraccion de polisacaridos en el Ejemplo de
Produccion 1.

La Fig. 3 es una grafica que muestra los resultados de una prueba de efecto activador de las placas de Peyer en el
Ejemplo 1.

La Fig. 4 es una grafica que muestra los resultados de una prueba de induccién de produccion de IL-6 en el Ejemplo
2.

Las figs. 5(A) a 5(C) son graficas que muestran los resultados de una prueba de administracion oral de fracciones de
polisacaridos en un modelo de infeccidon por parasitos de malaria en roedores (cepa sensible a la cloroquina) en el
Ejemplo 3.

La Fig. 6 es una grafica que muestra un patron de elucion en la cromatografia en columna realizada en el Ejemplo
de Produccion 1.

La Fig. 7 es un grafico de HPSEC que muestra una distribucién de peso molecular de una fraccién de a-glucano en
el Ejemplo de Prueba 2.

La Fig. 8 es un grafico de HPSEC que muestra una distribucién de peso molecular de una fracciéon de heteroglicano
en el Ejemplo de Prueba 2.

Las figs. 9(A) y 9(B) son graficas que muestran los resultados de una prueba de administracion oral de una fraccion
de polisacarido en un modelo de infeccion por parasitos de malaria en roedores (cepa resistente a la cloroquina) en
el Ejemplo 4.

Las figs. 10(A) a 10(C) son graficas que muestran los resultados de una prueba de administracion oral de una
fraccion de polisacarido con un agente antipaludico en un modelo de infeccidn por parasitos de malaria en roedores
(cepa resistente a la cloroquina) en el Ejemplo 5.

Realizaciones para Llevar a Cabo la Invencion
En lo sucesivo en el presente documento, se describiran con mas detalle realizaciones de la presente invencion.

El activador de parche de Peyer de la presente invencion contiene un polisacarido obtenido a partir de cafia de
azucar como principio activo.

[Polisacarido]

El polisacarido obtenido de cafia de azUcar puede ser:

(i) uno que contenga a-glucano como componente principal y que tenga un peso molecular maximo dentro del
intervalo de 720.000 a 1.080.000, con una proporcion de glucosa en todos los azdcares componentes de 80% o
mas, siendo las proporciones de glucosa terminal no reductora y glucosa a-1,6-unida del 20 al 30% y del 15 al 25%,
respectivamente (fraccion de a-glucano);

(iiluno que contenga heteroglicano como componente principal y tener pesos moleculares maximos dentro de un
intervalo de 38.400 a 57.600 y dentro de un intervalo de 664.000 a 996.000, con proporciones de glucosa y
arabinosa en todos los azdcares componentes de 30% a 50% y de 20 a 30 %, respectivamente, y una proporcion de
arabinosa terminal no reductora de 20 a 30% (fraccién de heteroglicano); o

(iii) uno obtenido precipitando con etanol una materia prima seleccionada de un extracto de cafia de azlcar y melaza
derivada de cafa de azucar, y eliminando las sustancias de bajo peso molecular del precipitado obtenido mediante
didlisis o un proceso de membrana (fraccion precipitada con etanol).

Preferentemente, la fraccion de a-glucano tiene ademas un contenido de azucar de 80% en masa a 90% en masa
en términos de Glc. Ademas, preferentemente, la fraccion de a-glucano tiene un contenido de acido urénico de 5%
en masa o menos en términos de GalA. Preferentemente, la fraccion de a-glucano tiene un contenido de proteina de
10% en masa o menos en términos de una inmunoglobulina bovina. Ademas, preferentemente, la proporcion de
glucosa en todos los aztcares componentes de la fraccion de a-glucano es del 75% al 90%.

El peso molecular maximo de la fraccion de a-glucano solo necesita estar dentro de un intervalo de 720.000 a
1.080.000, pero preferentemente esta dentro de un intervalo de 810.000 a 990.000, mas preferentemente, dentro de
un intervalo de 855.000 a 945.000. Preferentemente, el intervalo de distribuciéon del peso molecular de la fraccion de
a-glucano en la curva de distribucion del peso molecular es de 16.000 a (un peso molecular correspondiente al
volumen Vo), mas preferentemente de 16.000 a 1.660.000.

Preferentemente, la fraccion de heteroglicano tiene ademas un contenido de azicar de 45% en masa a 55% en
masa en términos de Glc. Ademas, preferentemente, la fraccién de heteroglicano tiene un contenido de acido
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urénico de 5% en masa a 10% en masa en términos de GalA. Preferentemente, la fraccion de heteroglicano tiene un
contenido de proteina de 7,5% en masa o menos en términos de una inmunoglobulina bovina. Ademas, las
proporciones de glucosa y arabinosa en todos los azlcares componentes de la fraccién de heteroglicano son
preferentemente de 30% a 40 % y de 22,5 a 27,5 %, respectivamente.

La fraccion de heteroglicano tiene dos pesos moleculares maximos, uno dentro de un intervalo de 38.400 a 57.600 y
el otro dentro de un intervalo de 664.000 a 996.000. El peso molecular maximo mas pequefio esta preferentemente
dentro de un intervalo de 43.200 a 52.800, y mas preferentemente dentro de un intervalo de 45.600 a 50.400. El
mayor peso molecular maximo esta preferentemente dentro de un intervalo de 747.000 a 913.000, y mas
preferentemente dentro de un intervalo de 788.500 a 871.500. La fraccion de heteroglicano tiene al menos dos
maximos en la curva de distribucion del peso molecular. Preferentemente, el intervalo de distribucién del peso
molecular de la fraccidon de heteroglicano en la curva de distribuciéon del peso molecular es de 10.000 a (un peso
molecular correspondiente al volumen Vo), mas preferentemente de 10.000 a 1.660.000.

[Método de Produccion de Polisacaridos]
<Fraccién Precipitada con Etanol>

La fraccion precipitada con etanol se puede obtener precipitando con etanol una materia prima seleccionada de un
extracto de cafia de azucar y melaza derivada de cafia de azucar, y eliminando las sustancias de bajo peso
molecular del precipitado obtenido mediante didlisis o un proceso de membrana. Como materia prima utilizada para
la precipitacion con etanol, se puede usar un extracto de cafia de azlcar o una melaza derivada de cafia de azucar,
y se prefiere usar un extracto derivado de cafia de azUcar para obtener de manera eficazmente la fraccion
precipitada con etanol. El extracto derivado de cafia de azUcar es una fraccién que absorbe luz a una longitud de
onda de 420 nm y de la cual se excluyen sacaridos de bajo peso molecular como la sacarosa, la glucosa y la
fructosa, entre un gran nimero de fracciones obtenidas al pasar una materia prima seleccionada de un extracto de
cafia de azucar y una melaza derivada de cafia de azucar a través de una columna llena con una resina de
intercambio catiénico como portador y realizando la separacion por una diferencia de afinidad entre la resina de
intercambio catiénico y cada componente contenido en la materia prima utilizando agua como eluyente (por una
diferencia en la tasa de elucién). Para la didlisis, se puede usar una membrana permeable generalmente utilizada
para desalinizacion. Ademas, para el proceso de membrana, se puede usar una membrana UF utilizada para la
desalinizacion, la eliminacion de monosacaridos, etc.

Un rendimiento de la fraccion precipitada con etanol es, por ejemplo, en el caso de usar un extracto, generalmente
alrededor del 5% en masa basado en un contenido de sélidos en el extracto. Ademas de los polisacaridos, la
fraccion precipitada con etanol también contiene polifenol, sales y otros componentes.

<Extracto>

En lo sucesivo, en el presente documento, se describira un método para producir un extracto derivado de cana de
azucar.

Un zumo de cafa de azucar, un extracto disolvente de cafia de azucar o un extracto similar, o una melaza derivada
de cafa de azucar (en lo sucesivo en el presente documento, a veces simplemente denominado "materia prima") se
hace pasar a través de una columna llena con un portador fijo. La materia prima se puede usar tal como esta, o se
puede ajustar a cualquier concentracion con agua y se puede usar. Incidentalmente, para eliminar los materiales
insolubles, es conveniente filtrar la materia prima antes del tratamiento a través de una columna. La técnica de
filtracién no esta particularmente limitada, y pueden usarse preferentemente las técnicas ampliamente utilizadas en
la industria alimentaria, tales como la filtracién con pantalla, la filtracion de tierra con diatomeas, la microfiltracién y la
ultrafiltracion.

Un aspecto preferido del método que usa una resina de intercambio i6nico como un portador fijo es el siguiente.

Las resinas de intercambio idnico se pueden clasificar en resinas de intercambio catidnico y resinas de intercambio
anidénico desde el punto de vista de la naturaleza del intercambio iénico. En la presente invencién, preferentemente,
se puede usar una resina de intercambio catidénico. Mas preferentemente, se puede usar una resina de intercambio
catiénico de tipo fuertemente acido, tipo ion sodio o tipo ion potasio. Ademas, las resinas de intercambio idnico se
clasifican en resinas de tipo gel, y resinas porosas tales como una de tipo poroso, una de tipo microporoso y una de
tipo altamente poroso, desde el punto de vista de una forma de resina; sin embargo, en la presente invencion,
preferentemente, se puede usar una resina de intercambio iénico de tipo gel. Mas preferentemente, se puede usar
una resina de intercambio catiénico de tipo fuertemente acido, tipo ion sodio o tipo ion potasio en un tipo de gel.
Dichas resinas de intercambio i6nico estan disponibles comercialmente, y ejemplos de las mismas incluyen, como
las series Diaion (marca registrada), SK1B, SK104, SK110, SK1B, SK104, SK110, SK112 y SK116 (todos los
nombres comerciales, Mitsubishi Chemical Corporation), y UBK530 y UBK550 (para la separacion por cromatografia,
todos los nombres comerciales, Mitsubishi Chemical Corporation); como las series Amberlite (marca registrada),
Amberlite IR120B, IR120BN, IR124, XT1006 e IR118, Amberlyst 31 y Amberlite CG120 y CG6000 para
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cromatografia (todos los nombres comerciales, Organo Corporation); como las series Dowex (marca registrada),
HCR-S, HCR-W2, HGR-W2, Monosphere 650C, Marason C600, 50Wx2, 50Wx4, y 50Wx8 (todos los nombres
comerciales, Dow Chemical Company Japan), y Muromac 50WX (nombre comercial, Muromachi Chemical
Engineering Co., Ltd.); como las series Purolite (marca registrada), C-100E, C-100, C-100x10, C-120E, PCR433,
PCR563K, PCR822, PCR833, PCR866, PCR883, PCR892 y PCR945 (todos los nombres comerciales, AMP lonex
Corporation). Entre ellas, son particularmente preferidas las series UBK.

La cantidad de portador fijo cambia dependiendo del tamafio de la columna, el tipo de portador fijo, etc. La cantidad
del portador fijo es una cantidad como volumen humedo, preferentemente de dos veces a 10.000 veces, mas
preferentemente de 5 a 500 veces, el contenido de sélidos de la materia prima.

La materia prima se hace pasar a través de la columna y después se somete a cromatografia usando agua como
eluyente para obtener un gran nimero de fracciones, y se aisla una fraccion que absorbe luz a una longitud de onda
de 420 nm entre las fracciones obtenidas, por lo que se puede obtener el extracto de interés. Este método a veces
se denomina separacion por cromatografia idnica. En la separacion por cromatografia idnica, cada componente se
separa por una diferencia en la tasa de paso de columna causada por una diferencia en la afinidad entre cada
componente contenido en la materia prima y la resina de intercambio i6nico.

Las condiciones de paso del liquido cambian dependiendo de la composicién de la materia prima, el tipo de portador
fijo, etc. El agua desgasificada se usa como eluyente, y en el caso de un método de separacion por lotes de una sola
columna, preferentemente, el caudal es SV = 0,3 a 1,0 hr', la cantidad de una muestra que se va a suministrar es
del 1 al 20% de la resina, y la temperatura es de 40 a 70 °C. Cuando se analiza la absorcion a una longitud de onda
de 420 nm, la conductividad eléctrica (una medida del contenido de sal) y las concentraciones de sacarosa, glucosa
y fructosa para cada una de las fracciones obtenidas por este método de separaciéon y se representan como una
grafica de series con respecto al tiempo, los maximos aparecen en el siguiente orden: un maximo de absorcion de
luz a una longitud de onda de 420 nm, un maximo de conductividad eléctrica y maximos de sacarosa y azucar
reductor.

<Fraccion de a-glucano>
A continuacion, se describira un método para producir la fraccion de a-glucano.

Preferentemente, la fraccion precipitada con etanol se utiliza para la purificacién (produccion) de la fraccion de a-
glucano. En lo sucesivo, en el presente documento, se describira un método para purificar la fraccion de a-glucano
tomando el caso de usar la fraccién precipitada con etanol como ejemplo.

Primero, la fraccidon precipitada con etanol se hace pasar a través de una columna llena con una resina de
intercambio aniénico como portador para adsorber componentes. Como resina de intercambio aniénico, se prefiere
una resina de intercambio ionico fuerte. Por ejemplo, se puede usar una resina que tenga un grupo Q (amonio
cuaternario) o un grupo QAE. Los ejemplos especificos de una columna provista con tal portador pueden incluir Q-
Sepharose Fast Flow (FF) y QAE-Sepharose FF. Preferentemente, dichos portadores de resina se equilibran con
agua de antemano. Por ejemplo, en el caso de QAE-Sepharose FF, la resina se sumerge en hidrogenocarbonato de
amonio 2 M para activar los grupos QAE (un ion hidrogenocarbonato que es un contraion se une al grupo de amonio
cuaternario unido covalentemente a Sefarosa, es decir, se convierte en una forma de HCO3"), después se lava con
agua para eliminar el hidrogenocarbonato de amonio restante, y posteriormente se suspende en agua (equilibrado
con agua).

A continuacién, se hace pasar un disolvente de elucion para eluir los componentes adsorbidos en el portador de tal
manera que la fuerza idnica del disolvente de elucién aumenta gradualmente. Como disolvente de elucién, se
prefiere utilizar una solucién acuosa de una sal aniénica, tal como NHsHCO3;, HCOONH, o NaCl.

La fraccion de a-glucano se puede obtener a partir de una fraccion eluida obtenida por elucién con un disolvente de
elucién que tiene una fuerza ionica baja (Fraccion A). Como el disolvente de elucion que tiene una fuerza iénica baja,
por ejemplo, por ejemplo, en el caso de que se utilice HCO3 como el anion, se puede usar un disolvente de elucion
con una concentracion de anion de 50 a 150 mM, y la concentracion de anién es preferentemente de 75 a 125 mM,
mas preferentemente de 90 a 110 mM, y particularmente preferentemente 100 mM.

La fraccion eluida obtenida (Fraccion A) se puede dializar utilizando una membrana de dialisis (por ejemplo, tubo
Visking, MWCO: 12.000 a 14.000), seguido de liofilizacion del no dializado y usar después en un paso posterior.

A continuacion, la fraccion eluida (Fraccion A) se fracciona de acuerdo con el peso molecular utilizando una columna
de filtracion en gel. Por ejemplo, en el caso de que se use una columna de filtraciéon en gel con un limite molecular
de 2 x 10% a 4 x 10° Da, la fraccion de a-glucano se puede obtener a partir de una fraccion en una cantidad
correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida (Fraccion Vo) ( Fraccion A1). Como la columna de
filtracion en gel que tiene un limite molecular de aproximadamente 2 x 103 a 4 x 10° Da, se puede utilizar Sephacryl
S-300, Superose 12, o similares, por ejemplo. Se puede crear un patrén de elucion de la fraccion eluida en el caso
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de filtracion en gel basandose azucar, acido urénico y absorcion UV a 280 nm, y la fraccion correspondiente a la
fraccion Vo (Fraccion A1) se puede recuperar para la fraccion de a-glucano. La fracciéon obtenida (Fraccion A1)
puede dializarse adicionalmente por un método habitual y posteriormente liofilizarse.

<Fraccion de heteroglicano>
A continuacion, se describira un método para producir la fraccion de heteroglicano.

Preferentemente, la fraccion precipitada con etanol se utiliza para la purificacion (produccién) de la fraccion de
heteroglicano. En lo sucesivo, en el presente documento, se describira un método para purificar la fraccion de
heteroglicano tomando el caso de usar la fraccién precipitada con etanol como ejemplo.

Primero, la fracciéon precipitada con etanol se hace pasar a través de una columna llena con una resina de
intercambio aniénico como portador para adsorber componentes. Como resina de intercambio aniénico, se prefiere
una resina de intercambio ionico fuerte. Por ejemplo, se puede usar una resina que tenga un grupo Q (amonio
cuaternario) o un grupo QAE. Los ejemplos especificos de una columna provista con tal portador pueden incluir Q-
Sepharose Fast Flow (FF) y QAE-Sepharose FF. Preferentemente, dichos portadores de resina se equilibran con
agua de antemano. Por ejemplo, en el caso de QAE-Sepharose FF, la resina se sumerge en hidrogenocarbonato de
amonio 2 M para activar los grupos QAE (un ion hidrogenocarbonato que es un contraion se une al grupo de amonio
cuaternario unido covalentemente a Sefarosa, es decir, convertido en una forma HCO3’), después se lava con agua
para eliminar el hidrogenocarbonato de amonio restante, y posteriormente se suspende en agua (equilibrado con
agua).

A continuacién, se hace pasar un disolvente de elucion para eluir los componentes adsorbidos en el portador de tal
manera que la fuerza idnica del disolvente de elucién aumenta gradualmente. Como disolvente de elucién, se
prefiere utilizar una solucién de una sal aniénica, tal como NHsHCO3;, HCOONH,4 o NaCl.

La fraccion de heteroglicano se puede obtener a partir de una fraccion eluida obtenida por elucidon con un disolvente
de elucién que tiene una fuerza idénica alta. Como el disolvente de eluciéon que tiene una fuerza idnica alta, por
ejemplo, en el caso de que se utilice HCO3~ como el anién, se puede usar un disolvente de elucion que tenga una
concentracion de anién de 200 a 2000 mM. Preferentemente, la fraccion de heteroglicano se obtiene purificando por
separado una fraccion eluida obtenida por eluciéon con un disolvente de elucion de 250 a 350 mM (Fraccion B) y una
fraccion eluida obtenida por elucion con un disolvente de elucion de 1600 a 2000 mM (Fraccién C), y posteriormente
combinando las Fracciones By C.

Las fracciones eluidas obtenidas (Fraccion B y Fraccion C) se pueden dializar utilizando una membrana de dialisis
(por ejemplo, tubo Visking, MWCO: 12.000 a 14.000), seguido de liofilizacion del dializado y usar después en un
paso posterior.

A continuacion, las fracciones eluidas se fraccionan de acuerdo con el peso molecular utilizando una columna de
filtracion en gel. Por ejemplo, en el caso de que se use una columna de filtracion en gel con un limite molecular de 1
x 10* a 1 x 10° Da, una fraccion diferente a una fraccion en una cantidad correspondiente al volumen vacio del
primer flujo de salida (fraccion Vo) (Fraccion B2) se recupera de la Fraccion B. Por ejemplo, en el caso de que se
use una columna de filtracion en gel con un limite molecular de 2 x 10° a 4 x 10° Da, una fraccion en una cantidad
correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida (fraccién de Vo) (Fraccion C1) se recupera de la Fraccion
C. Los patrones de elucion de las fracciones eluidas en caso de filtracion en gel pueden crearse basandose en
azucar, acido urénico y absorcion de UV a 280 nm, y pueden recuperarse la fraccion diferente a la fraccion Vo
(Fraccién B2) de la Fraccion B y la fraccion correspondiente a la fraccion Vo (Fraccion C1) de la Fraccion C.

Como la columna de filtracion en gel que tiene un limite molecular de aproximadamente 1 x 10* a 1 x 108 Da, se
puede utilizar Sepharose CL-6B, Superose 6, o similares, por ejemplo. Ademas, como la columna de filtracién en gel
que tiene un limite molecular de aproximadamente 2 x 10% a 4 x 10° Da, se puede utilizar Sephacryl S-300, Superose
12, o similares, por ejemplo.

Las fracciones obtenidas por filtracion en gel de la Fracciéon B y Fraccion C (Fraccion B2 y Fraccion C1),
respectivamente, se combinan, por lo que se puede obtener la fracciéon de heteroglicano. La fraccion de
heteroglicano obtenida puede dializarse adicionalmente por un método habitual y posteriormente liofilizarse.

[Activador de las placas de Peyer]

Una forma del activador de las placas de Peyer de la presente invencion no esta particularmente limitada; sin
embargo, el activador puede estar en forma de liquido o polvo, o puede formarse en una formulacién sélida o en una
formulacion liquida utilizando un vehiculo que se usa generalmente para las formulaciones. Se conocen métodos
para formar una formulacion de este tipo. El activador de las placas de Peyer asi obtenido se puede conservar en
forma de liquido o polvo. Particularmente en el caso de la forma de liquido, la conservacion es preferentemente por
almacenamiento refrigerado.
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En el caso de que el activador de las placas de Peyer de la presente invencion se forme en una formulacion sélida,
por ejemplo, se puede agregar dextrina, almidén de maiz o salvado de arroz desgrasado al polisacarido del principio
activo para preparar la formulaciéon. Se conocen métodos para formar una formulacion de este tipo.

El momento de la administracion del activador de las placas de Peyer de la presente invenciéon no esta
particularmente limitado. Una dosis del activador de las placas de Peyer de la presente invencion varia segun la
forma de formulacion, el tipo, las condiciones de salud, la edad o el grado de crecimiento de un animal humano o no
humano diana, etc., y por lo tanto no esta particularmente limitado. Por ejemplo, se pueden administrar de 1 a 1.000
mg en términos del polisacarido del principio activo por kg de peso corporal por dia.

Una forma de dosificacion del activador de las placas de Peyer de la presente invencién no esta particularmente
limitada; sin embargo, el activador puede administrarse por via oral, enteral o transnasal, por ejemplo. Ademas, el
activador también puede administrarse en una forma que se retenga facilmente en la cavidad oral (incluida la goma
de mascar, etc.).

El activador de las placas de Peyer de la presente invencion tiene un efecto activador de las placas de Peyer y, por
lo tanto, también puede usarse como un potenciador inmunitario intestinal, un modificador inmunitario intestinal, un
agente de mejora de infeccion intestinal, un agente de mejora de inflamacién, un agente de mejora de infeccion por
virus, un agente de mejora de infeccion bacteriana, etc., por ejemplo. En particular, a través de su efecto potenciador
de la inmunidad intestinal, el activador también se puede utilizar como agente preventivo/terapéutico para infeccion
por plasmodios, por ejemplo.

[Medicamento para Prevenir o Tratar la Infeccion por plasmodios]

El activador de las placas de Peyer de la presente invencion puede prevenir o tratar la infeccion por plasmodios a
través del efecto potenciador de la inmunidad intestinal. Por lo tanto, la presente invencién puede proporcionar un
medicamento para prevenir o tratar la infeccion por plasmodios que contiene el activador de las placas de Peyer
como principio activo.

Los efectos combinados se obtienen utilizando el medicamento para prevenir o tratar la infeccién por plasmodios en
combinacién con un agente antipaludico existente. Por lo tanto, el medicamento se puede usar para ser usado en
combinacién con un agente antipaltdico existente.

Los ejemplos de agentes antipaltdicos incluyen quinina (un compuesto representado por la siguiente férmula (1)),
mefloguina (un compuesto representado por la siguiente formula (2)), sulfadoxina (un compuesto representado por la
siguiente formula (3)), pirimetamina (un compuesto representado por la siguiente féormula (4)), cloroquina (un
compuesto representado por la siguiente férmula (5)), primaquina (un compuesto representado por la siguiente
férmula (6)), artesunato (un compuesto representado por la siguiente féormula (7)), arteméter (un compuesto
representado por la siguiente féormula (8)), y lumefantrina (un compuesto representado por la siguiente formula (9)).
Estos agentes antipalidicos pueden usarse solos o0 en combinacién de dos o mas de los mismos.

[Férmula Quimica 1]

[Férmula quimica 2]
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[Férmula quimica 9]
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Se prefiere que contenga artesunato como agente antipalidico, porque el efecto combinado con el medicamento
para prevenir o tratar la infeccion por plasmodios de la presente invencién es alto. Ademas, el medicamento para
prevenir o tratar la infeccién por plasmodios de la presente invencion se usa mas preferentemente para usarse en
combinacién con artesunato.

Ejemplos

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira con mayor detalle basandose en los
Ejemplos. Sin embargo, pero la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

[Ejemplo de Prueba 1: Prueba del Efecto Activador de las Placas de Peyer de la Fraccién Precipitada con Etanol del
Extracto Derivado de Cafa de Azucar]

<Produccion de Extracto Derivado de Cafa de Azucar>

(Fraccionamiento de Segundas Melazas por Separacion por Lotes de una Sola Columna Usando Resina de
Intercambio 16nico)

Usando un liquido tratado con segunda melaza obtenido en una fabrica de azucar en bruto como materia prima, la
separacion por fraccionamiento mediante cromatografia en columna de intercambio iénico se realizd6 mediante un
método de separacion por lotes de una sola columna usando un sistema FPLC (fabricado por Pharmacia
Corporation). El liquido tratado con la segunda melaza utilizado como materia prima es aquel obtenido diluyendo una
segunda melaza, seguido de purificacién con carbonato de sodio y filtracion con tierra de diatomeas. La materia
prima liquida se analiz6 para tener los siguientes valores: Brix (Bx): 47,4, contenido de azucar (Pol.): 23,2, pureza
del azucar (Pureza): 48,9, contenido de azucar reductor: 3,2 %.

Se llend una columna con 500 ml de una resina de intercambio cationico fuertemente acida de tipo gel (nombre
comercial: UBK530, tipo ion sodio, Mitsubishi Chemical Corporation). La columna tenia un diametro interior de 26
mm y una altura de 1000 mm y estaba provista de un adaptador de flujo. Las condiciones de paso del liquido fueron
las siguientes: utilizando agua destilada desgasificada como eluato, el liquido se hizo pasar a un caudal de SV = 0,5
hr' (4.17 ml/min) a una temperatura de 60 °C.

Se suministraron aproximadamente 25 ml de la materia prima a la columna de intercambio iénico. Las condiciones
de fraccionamiento fueron las siguientes: el eluato comenzé a recuperarse 30 minutos después del suministro de la
materia prima y se recuperoé durante 3,6 minutos por tubo de ensayo (aproximadamente 15 ml/tubo de ensayo) y se
recuper6 en 30 tubos de ensayo en total.

La absorbancia a una longitud de onda de 420 nm, la conductividad eléctrica y los contenidos de azucar (sacarosa,

Glc, Fru) (% en masa basado en la masa total de sdlidos de todas las fracciones) se midieron para cada una de las
30 fracciones obtenidas (fracciones 1 a 30), y los resultados se muestran en la Fig. 6. En este caso, en la medicion
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de la absorbancia, se agregaron 0,1 ml de cada fracciéon a 2 ml de un tampén fosfato 0,5 mM (pH 7,5) y se usaron
como una muestra de medicion. En la medicion de la conductividad eléctrica, cada fraccion se diluyé con agua
destilada al 0,5% y se us6 como una muestra de medicion. Los contenidos de azucar se midieron por un método
habitual usando HPLC.

Las 30 fracciones obtenidas se recogieron de la siguiente manera para obtener las Muestras 1 a 8.
Muestra 1: Fracciones 3 y 4.
Muestra 2: Fracciones 5y 6.
Muestra 3: Fracciones 7 y 8.
Muestra 4: Fracciones 9y 10.
Muestra 5: Fracciones 11y 12.
Muestra 6: Fracciones 13 y 14.
Muestra 7: Fracciones 15y 16.
Muestra 8: Fracciones 17 a 30.
Incidentalmente, las Fracciones 1y 2 no tenian componentes a eluir y, por lo tanto, se descartaron.

Cada muestra se liofilizd durante la noche en un polvo. Se disolvieron 0,25 g del polvo liofilizado obtenido en un
tampon fosfato 0,5 mM (pH 7,5) para obtener 100 ml, y se midié la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm.
Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion. La absorbancia de la muestra 8 fue tan alta como 0,86, y
esto se debe a que la muestra es una coleccién de componentes posteriores. Mientras que otras muestras estan
compuestas por dos fracciones cada una, la Muestra 8 es una coleccién de 14 fracciones. Por lo tanto, aunque la
absorbancia a 420 nm es alta, es ineficaz recuperar estas fracciones.

Los resultados del analisis de cada muestra se muestran en la siguiente Tabla 1. El contenido de ceniza de
conductividad eléctrica en la Tabla 1 se calculdé a partir de un coeficiente determinado a partir de una curva de
calibracion de la relaciéon entre conductividad eléctrica y ceniza sulfatada conocida. En la Tabla 1, la distribucion de
solidos liofilizados es una proporcion (%) de la masa de solidos de cada muestra en relacion con la masa total de
solidos de todas las muestras. El contenido de ceniza de conductividad eléctrica y el contenido de cada azucar
(Sacarosa, Glc, Fru) son cada uno una proporcion (% en masa) con respecto a la masa de solidos de cada muestra.
Del contenido de cada azucar (Sacarosa, Glc, Fru), se entiende que las Muestras 1 a 3 corresponden a fracciones
sin azucar, y las muestras 4 a 8 son fracciones de azucar. "AzUcar" se refiere, en el presente documento, a
monosacaridos y sacarosa.

[Tabla 1]
Analisis de Segundas Muestras de Jarabe Fraccionadas por Resina de Intercambio I6nico
Distribucion Contenido de | Conteni . .
e . Conteni | Conteni
de sélidos cenizas de do de .

o L do de do de | Absorbancia

liofilizados conductividad | sacaros Glc (%) | Fru (%)

(%) eléctrica (%) a (%) ° °
Muestra 1 3.1 32,9 0 0 0 2,72
Muestra 2 7,2 39,7 0 0 0 2,01
Muestra 3 10,7 51,4 10,4 0 0 0,83
Muestra 4 21,9 32,6 45,6 1,4 0,7 0,33
Muestra 5 25,9 18,8 64,2 2,9 1,3 0,16
Muestra 6 19,6 10 73,5 4.7 2,3 0,11
Muestra 7 8,4 3,5 74 6,2 3,2 0,14
Muestra 8 3,1 3,3 29,8 4.5 4.4 0,86

Liquido de
separacion por - 437 5,9 0,9 1.4 1,04
cromatografia
de iones

(Separacion Mediante Cromatografia en Columna de Lecho Movil Simulado Utilizando Resina de Intercambio I6nico)

Usando como materia prima una segunda melaza que se obtiene en una fabrica de azucar en bruto recuperando los
cristales de sacarosa dos veces en un bote de cristalizacién y eliminando los cristales por centrifugacion, la
separacion por cromatografia en columna de intercambio i6nico se realiz6 mediante un método de separacion
continua simulada en lecho mdvil utilizando una columna de separacién llena con una resina de intercambio
cationico.

Las etapas desde la preparacion de la materia prima hasta la separacion por cromatografia de intercambio ionico se
realizan de forma continua, y por lo tanto la concentracion de sodlidos o la composicion del liquido en cada etapa
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varia ligeramente con el tiempo; sin embargo, la siguiente concentracion y composicion son valores medidos en la
operacion en equilibrio.

La segunda melaza tenia un Brix (Bx.) de alrededor de 85. Esta concentracion es demasiado alta para el tratamiento
de cromatografia en columna y, por lo tanto, la segunda melaza se diluy6é a un Brix de aproximadamente 50. Se
agregaron cal apagada y carbonato de sodio para agregar impurezas, seguido de filtracion con tierra de diatomeas.
El filtrado obtenido tenia un Brix de 47,3, un contenido de azucar (Pol.) de 23,6, una pureza de azucar (Pureza) de
49,9, y un contenido de azucar reductor de 2,5%. El filtrado se us6 como materia prima para la cromatografia de
intercambio iénico.

La cromatografia de intercambio idnico se realizd mediante un método de separacion continua de lecho movil
simulado utilizando UBK530 (Mitsubishi Chemical Corporation) como resina de intercambio catiénico. Una columna
de separacion llena de resina se divide en ocho partes, y la cantidad de resina por columna es de 6,5 m3. El
suministro del liquido de la materia prima y un eluyente (agua) y las posiciones de extraccion de una fraccion de
sacarosa y una fracciéon sin sacarosa se cambiaron cada tiempo fijo, por lo que el suministro y la extraccion se
realizaron de forma continua. Los valores preestablecidos en un estado de equilibrio fueron los siguientes: caudal de
suministro: 3 m¥hora, caudal de agua eluyente: 13,5 m3hora, caudal de extraccion de fraccion sin sacarosa: 12,13
m3/hora, caudal de extraccion de fraccién de sacarosa: 4,37 m3hora, hora de conmutacién: 267 segundos. Como
resultado de este tratamiento de cromatografia, se separaron una fracciéon de sacarosa y una fraccién sin sacarosa.
Estas corresponden a las Fracciones 10 a 17 (fraccion de sacarosa) y una coleccion de Fracciones 1 a 9 y
Fracciones 18 a 30 (fraccion sin sacarosa) en la Fig. 6, respectivamente. En la fraccion de sacarosa, la sacarosa fue
de aproximadamente el 87% del contenido de solidos (segun el analisis de HPLC) y el Brix fue de alrededor de 35.
Esta fraccion se mezclé con un zumo purificado, se devolvié a la etapa y se sometié nuevamente a la operacion de
recuperacion de sacarosa. Ademas, la fraccidon sin sacarosa obtenida tenia un contenido de sacarosa de
aproximadamente el 0,3% (segun el analisis de HPLC) y un Brix de aproximadamente 8. Esta fraccion sin sacarosa
se concentrd en un bote para tener un Brix de 40,0, un contenido de azucar (Pol.) de 2,3, una pureza de azucar
(Pureza) de 5,8, y un contenido de azucar reductor de 5,4 %. Esta fraccion sin sacarosa se us6 como un extracto
derivado de cana de azucar. El extracto derivado de cafia de azucar se liofilizé durante la noche para usarse en una
prueba posterior. Se disolvieron 0,25 g del polvo liofilizado obtenido en un tampén fosfato 0,5 mM (pH 7,5) para
obtener 100 ml de solucion, y se midid la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm. La absorbancia fue 1,11.

<Preparacion de la Fraccién Precipitada con Etanol>

Se afiadié agua purificada al extracto derivado de cafia de azlcar (peso liofilizado: 418,57974 g) para producir una
cantidad total de 500 ml, se afiadié una cantidad cuatro veces mayor de etanol con agitacion y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante la noche. Se realizé una centrifugacion (6.000 rpm, 4 °C, 30 minutos), seguida de
dialisis del precipitado obtenido con agua corriente y agua purificada (7 dias) y liofilizacion de la fraccion no dializada
para obtener una fraccion precipitada con etanol (también denominada "SCE-4") (cantidad producida: 20,11 g,
rendimiento: 4,8 %).

<Preparacion de SCE-4 degradado en cadena de sacaridos>

La fraccion precipitada con etanol (SCE-4) (50,45 mg) se disolvié en un tampon acetato 50 mM (pH 4,5, 30 ml), y
posteriormente se afadié un tampon acetato 50 mM (10 ml) que contenia NalOs 100 mM a 4 °C, seguido de
agitacion durante 96 horas en un lugar oscuro y oxidaciéon con peryodato. Se afiadio etilenglicol (1 ml) a la solucién
de reaccion y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora para descomponer el exceso de NalOs. A
continuacion, la mezcla de reaccioén se dializé durante 2 dias usando agua purificada, y el no dializado se concentré
a presion reducida. Ademas, se afiadid NaBH4 (180 mg) y se agité a temperatura ambiente durante 12 horas, y se
afnadié gota a gota acido acético para provocar la neutralizacion. El liquido de reaccion se dializé adicionalmente
durante 3 dias usando agua purificada, y posteriormente el no dializado se liofilizé para obtener un 6xido de
peryodato (SCE-4 degradado en cadena de sacaridos) (cantidad producida: 31,99 mg, rendimiento: 62,76 %).

<Preparacion de SCE-4 Deslignificado>

La fraccion precipitada con etanol (SCE-4) (50,59 mg) se disolvié en una solucién acuosa al 4% de acido acético (50
ml) y posteriormente se afiadié NaClO; (250 mg), seguido de agitacién durante 40 minutos en un bafio de agua a 70
°C. El liquido de reaccién se neutralizé usando NaOH 3 M con enfriamiento con hielo. El liquido de reaccion se
dializé con agua corriente durante la noche y posteriormente se dializdé durante 4 dias usando agua purificada, y el
no dializado se liofilizd para obtener una fraccion de polisacarido deslignificado (SCE-4 deslignificado) (cantidad
producida: 22,39 mg, rendimiento: 44,14 %).

<Preparacion y Cultivo de Células de las Placas Peyer de Raton>
Un ratén C3H/HeJ se sometié a eutanasia con isoflurano (anestésico por inhalacion de Escaina, Mylan

Pharmaceuticals) y, posteriormente, las placas de Peyer se extrajeron del intestino delgado con tijeras para
oftalmologia. Estas placas de Peyer se colocaron en una placa de petri esterilizada complementada con un medio de
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cultivo RPM1 1640 enfriado con hielo (2 ml) que contenia suero bovino fetal al 5% (FBS) enfriado con hielo y se
trituraron en una rejilla de acero inoxidable (200 rejillas) usando parte de goma de un cilindro interno de una jeringa
de inyeccion desechable de 5 ml, mediante lo cual se liberaron las células de las placas de Peyer. La suspension
celular se transfirié a un tubo Falcon de 50 ml y se agité en un mezclador vorticial durante un corto periodo de
tiempo. La suspension celular se filtrd a través de una rejilla de acero inoxidable (150 rejillas) y posteriormente se
centrifugd (1.500 rpm, 4 °C, 7 minutos) y el medio de cultivo se decanté para obtener las células delas placas de
Peyer. Las células se lavaron repitiendo el mismo procedimiento cuatro veces en total utilizando un medio de cultivo
RPMI 1640 que contenia FBS (10 ml) y posteriormente se filtraron a través de una rejilla de acero inoxidable (200
rejillas). Usando esta suspension celular (20 pl), el nimero de células se contd mediante un contador de células, y
posteriormente se preparé una suspension de células de placas de Peyer que tenia 1 a 2 x 108 células/ml utilizando
un medio de cultivo RPMI 1640 que contenia FBS.

Se afadidé a una placa de cultivo de 96 pocillos (3072, FALCON), la suspension de células de las placas de Peyer
(180 pl/pocillo) y una solucién de muestra de polisacarido (20 pl/pocillo, concentracion final de polisacarido: 100
pg/ml, 50 pg/ml, 10 pg/ml) y el cultivo se realizé a 37 °C durante 2 a 6 dias en CO; al 5% y aire al 95%. El
sobrenadante de cultivo se transfirié a otra placa de cultivo de 96 pocillos y se conservo a -20 °C hasta su uso. Se
us6 como control un sobrenadante de cultivo obtenido mediante la adicion de un disolvente de inyeccion (20
pl/pocillo) en lugar de la solucién de polisacarido y la realizacién del cultivo.

<Preparacién de Células de la Médula Osea de Raton>

Después de someter a eutanasia a un raton C3H/HeJ (hembra de 7 semanas) con isoflurano, se escindié el fémury
se uso una jeringa de inyeccion de 5 ml equipada con una aguja de inyeccion de 23 G, se extrajeron las células de la
médula 6sea del fémur con un medio de cultivo RPMI 1640 que contiene FBS (5 ml) y se recogieron. Las células de
la médula ésea se dispersaron en un mezclador vorticial, posteriormente se filtraron a través de una rejilla de acero
inoxidable (200 rejillas) y después se centrifugaron (1.200 rpm, 4 °C, 7 minutos) para recuperar las células de la
médula 6sea. Después de repetir el mismo procedimiento tres veces para lavar las células, las células de la médula
6sea se suspendieron en un medio de cultivo RPMI 1640 que contenia FBS (10 ml), se cont6 el nimero de células
mediante un contador de células y, posteriormente, se prepar6 una suspension de células de médula ésea (5 x 10°
células/ml) utilizando un medio de cultivo RPMI 1640 que contenia FBS.

<Prueba del Efecto Activador de las Placas de Peyer>

Se afadié a una placa de cultivo de 96 pocillos, el sobrenadante del cultivo celular de las placas de Peyer (50
ul/pocillo), la suspension de células de médula dsea (5 x 105 células/ml, 100 pl/pocillo) y un medio de cultivo RPMI
1640 que contenia FBS (50 pl/pocillo) y se realizé el cultivo a 37 °C durante 6 dias en CO, al 5% y aire al 95%.
Después de agregar Azul Alamar (20 pl/pocillo, Biosource) a la suspension de células de médula ésea cultivada y
realizar el cultivo a 37 °C durante 6 a 24 horas en CO; al 5% vy aire al 95%, se midi6 una cantidad de la sustancia
fluorescente resultante por un lector de placa fluorescente (Infinite M200, Tecan, longitud de onda de excitacion;
544 nm, longitud de onda de medicién; 590 ejecuciones), y el nimero de células de médula ésea crecidas como la
intensidad de fluorescencia relativa obtenida se tomé como una cantidad de factor promotor del crecimiento de
células de la médula ésea.

<Prueba Estadistica>

Todos los resultados en los ejemplos se muestran como un promedio + D.E. Las diferencias estadisticamente
significativas entre el control y las muestras de prueba se analizaron por el PLSD de Fisher después de la prueba
ANOVA.

<Resultados>

La Fig. 1 muestra los resultados de la prueba de efecto activador de las placas de Peyer. La cantidad del factor
promotor del crecimiento celular de la médula 6sea se muestra como el efecto activador de las placas de Peyer. En
la fraccion precipitada con etanol (SCE-4), se observo el efecto activador de las placas de Peyer. Al mismo tiempo,
En el caso donde la cadena de sacaridos de SCE-4 se degradara (SCE-4 degradado en cadenas de sacaridos), la
actividad disminuia significativamente a un nivel tal que no hay una diferencia significativa con respecto al control.
Ademas, en el caso de que la SCE-4 se deslignificara (SCE-4 deslignificado), se observé la actividad. Estos
resultados sugieren que una sustancia que tiene el efecto activador de las placas de Peyer esta contenida en el
componente que contiene polisacaridos de la fraccion precipitada con etanol (SCE-4) en el extracto derivado de
cafia de azucar.

[Ejemplo 1 de Produccion: Preparacion de la fraccion de a-glucano y la Fracciéon de Heteroglucano]
<Preparacion de la Fraccién Precipitada con Etanol>

Se obtuvo un extracto derivado de cafa de azucar de la misma manera que en el Ejemplo de prueba 1. Se afadio
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agua purificada al extracto derivado de cafia de azucar (peso liofilizado: 418,57974 g) para producir una cantidad
total de 500 ml, se afadié6 una cantidad cuatro veces mayor de etanol con agitacion y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante la noche. Se realizé una centrifugacion (6.000 rpm, 4 °C, 30 minutos), seguida de
dialisis del precipitado obtenido con agua corriente y agua purificada (7 dias) y liofilizacion de la fraccion no dializada
para obtener una fraccion precipitada con etanol rojo pardusco (SCE-4) (cantidad producida: 20,11 g, rendimiento:
4,8 %).

< Preparacion de la fracciéon de a-glucano y la Fraccion de Heteroglicano>

Se prepararon una fraccion de a-glucano ("Fraccién A1" en la Fig. 2) y una fraccion de heteroglicano ("Fraccion X"
en la Fig. 2) a partir de la fraccion precipitada con etanol (SCE-4) de acuerdo con el esquema que se muestra en la
Fig. 2.

Se afadio SCE-4 (5,0 g) y se hizo pasar a través de QAE-Sepharose FF (5,5 id x 26 cm), y posteriormente, los
componentes adsorbidos se eluyeron gradualmente usando secuencialmente NHsHCO3; 100 mM (6 1), NH:HCO3 300
mM (10 1 ) y NHsHCO3 1,8 M (10 1). Las fracciones fraccionadas se dializaron utilizando una membrana de dialisis
(tubo Visking, MWCO: 12.000 a 14.000) y, posteriormente, se liofilizd el no dializado para obtener fracciones
fraccionadas (Fraccion A, Fraccion B y Fraccion C).

Fraccion A (fraccion eluida con NH4HCO3100 mM): 0,86 g, 17,2 %
Fraccion B (fraccion eluida con NH4HCO3 300 mM): 0,66 g, 13,2 %.
Fraccion A (fraccion eluida con NH;:HCO31,8 mM): 1,04 g, 20,8 %.

(Fraccién de a-glucano)

La fraccion A se afadié a Sephacryl S-300 (2,6 i.d. x 90 cm) equilibrada con una solucion de NaCl 0,2 M, y
posteriormente se eluyé con NaCl 0,2 M. De acuerdo con un patron de elucion de la fraccion eluida creada en base
al contenido relativo de azucar, el contenido relativo de acido urénico y la absorcion de UV a 280 nm medida por un
método habitual, se recuperaron las fracciones fraccionadas. Se obtuvo una fraccién eluida de Vo como una fraccién
de a-glucano ("Fraccion A1" en la Fig. 2) en forma de un polvo liofilizado de color blanco (cantidad producida:
0,2166 g, rendimiento: 4,3 %).

(Fraccioén de Heteroglicano)

La fraccion B se fracciond a través de Sepharose CL-6B (2,6 i.d. x 90 cm) equilibrada con una soluciéon de NaCl 0,2
M para obtener una fraccion intermedia ("Fraccion B2" en la Fig. 2) (cantidad producida: 0,02141 g, rendimiento:
0,41 %).

Al mismo tiempo, la fraccion C se fracciond a través de Sephacryl S-300 (2,6 i.d x 90 cm) equilibrada con NaCl 0,2 M
para obtener una fraccion eluida de Vo ("Fraccion C1" en la Fig. 2) (cantidad producida: 0,16395 g, rendimiento:
3,28 %).

La Fraccion B2 y la Fraccion C1 se combinaron para obtener una fraccion de heteroglicano en forma de un polvo
liofilizado de color blanco ("Fraccion X" en la Fig. 2) (cantidad producida: 0,1842 g, rendimiento: 3,68 %).

[Ejemplo de Prueba 2: Analisis de la fraccion de a-glucano y de la Fraccion de Heteroglicano]
<Medicion de la Distribucion del Peso Molecular>

La distribucién del peso molecular de las muestras de prueba (la fraccion de a-glucano y la fraccion de
heteroglicano) se analizé mediante cromatografia de filtracion en gel de alta velocidad (HPSEC) utilizando una
columna acoplada de Asahipak GS710 y Asahi-pak GS620 (0,76 i.d. x 60 cm cada) (Showa Denko). El peso
molecular se calculé a partir del tiempo de retencion de una muestra de prueba basandose en una curva de
calibracion del coeficiente de peso molecular/tiempo de retencion (Kav) creado a partir del tiempo de retencion de un
polisacarido natural (pullulan P-800, 400, 200, 100, 50, 20, 10 y 5, Showa Denko) en HPSEC.

Las condiciones de HPSEC son las siguientes.

Sistema de bombeo; JASCO PV-980 (Jasco)

Detector; Shodex Rl SE-62 (Showa Denko) (sensibilidad: x2)
Eluyente; NaCl 0,2 M(1,0 ml/min)

<Colorimetria>
Se midieron la cantidad total de azucar, la cantidad de acido urénico y la cantidad de proteina mediante el método de

fenol-H,SO4, el método m-hidroxibifenilo y el método Bradford, respectivamente. Como muestras auténticas, se usé
Glc para el método de fenol H,SO,, GalA para el método de m-hidroxibifenilo y gammaglobulina bovina (Bio-Rad)

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2746 296 T3

para el método Bradford.
<Analisis de Azucares Componentes>
Los azucares componentes se analizaron mediante el método de metilglucésido TMS.

Una mezcla patron de monosacaridos (Glc, Gal, GlcA, GalA, Ara, Fuc, Xyl, Man y Rha, 5 pg cada uno) y muestras
de prueba (50 a 100 yg cada una) se transfirieron cada una en un tubo de ensayo de tapa de rosca de 13 mm,
ademas se afadié una solucién de mioinositol (patron interno: 20 pl, 1 mg/ml) y posteriormente, el disolvente se
eliminé por destilacion completamente a presion reducida. Se afadié una solucién de HCI-MeOH 1 M (100 a 300 pl,
Wako Pure Chemical Industries) a cada tubo de ensayo y se sometié a metanolisis en condiciones herméticamente
selladas (80 °C, 15 horas). Se afiadié Terc-BuOH (5 pl) a la solucion de reaccion, y el disolvente se eliminé por
destilacién en una corriente de nitrégeno gaseoso (40 °C), seguido de la adicién de un reactivo Tri-Sil (100 l,
Pierce) y la reaccion se realizd condiciones herméticamente selladas (80 °C, 20 minutos). El reactivo se eliminé por
destilacién en una corriente de nitrégeno gaseoso (40 °C), posteriormente se afiadié hexano (2 ml) al producto de
reaccion, y la mezcla se tratdé por ultrasonidos durante unos segundos para extraer un derivado de TMS. Los
materiales insolubles en el extracto se eliminaron por centrifugacion (2.000 rpm, 4 °C, 5 minutos), posteriormente el
disolvente se elimind por destilacion en una corriente de nitrdgeno gaseoso (40 ° C) y la solucion de hexano
obtenida del derivado de TMS se analizé mediante Cromatografia de gases (GLC). Cada derivado de monosacarido
se identificé por comparacion con el tiempo de retencion de un derivado patréon, y se calculé una proporcion (% en
moles) del area maxima y un factor de respuesta a un detector de FID de cada derivado de monosacarido obtenido
en cada experimento.

Las condiciones de GLC son las siguientes.

Instrumento; Cromatografo de gases HP5890 Series Il (Hewlett Packard)

Columna; Columna de capilaridad DB-1 (0,25 mm i.d. x 30 m, grosor de membrana liquida: 0,25 pm, J&W
Scientific Inc.)

Gas portador; He (caudal total; 80 ml/min, presion de entrada de la columna; 21 psi, pureza del gas; 99,9999 %)
temperatura de entrada; 250 °C

Temperatura del detector; 280 °C.

Programa de temperatura del horno; 60 °C (1 minuto), 60 °C — 170 °C (30 °C/min), 170 °C — 190 °C (1°C/min),
190 °C — 300 °C (30 °C/min), 300 °C (5 minutos)

<Analisis de Metilacion>

El andlisis de metilacion para el analisis del patron de enlace de azlcares se realiz6 de acuerdo con el siguiente
método modificado del método de Hakomori y el método de Waeghe et al.

(Metilacion del Polisacarido usando Metilsulfinilcarbanion de Sodio)

Después de colocar una muestra de prueba (500 pg) en un tubo de ensayo con tapén de rosca (15i.d. x 100 mm) y
secar a presion reducida en un desecador durante la noche, se afadié dimetilsulféxido anhidro (DMSO seco, Sigma)
y la mezcla se tratd por ultrasonidos en una corriente de nitrégeno gaseoso en condiciones herméticamente selladas
durante 15 minutos y se calentd a una temperatura de 50 a 60 °C hasta que la muestra se disolvid por completo
(unas pocas horas hasta un dia y una noche). Se afiadié a la solucién de muestra metilsulfinilcarbanién sédico (500
pl) y se tratdé por ultrasonidos durante 1 hora en una corriente de nitrégeno gaseoso, y posteriormente la mezcla se
dejo reaccionar durante 3 horas a temperatura ambiente. Tras la reaccion, utilizando una pequefia cantidad del
liquido de reaccion (5 a 10 pl), se confirmd el exceso de metilsulfinilcarbanion sédico restante con un reactivo de
trifenilmetano (Wako Pure Chemical Industries). En el caso en que el metilsulfinilcarbanion sodico fue insuficiente, se
afiadid mas metilsulfinilcarbanion sodico, y la operacion mencionada anteriormente se repitié hasta que quedo un
exceso de metilsulfinilcarbanién sédico. La mezcla de reaccion se congeld y posteriormente se afadid CHsl
(yodometano, Yanagishima Pharmaceuticals Co., Ltd., grado especial, 1 ml) y la mezcla se tratd por ultrasonidos en
una corriente de nitrégeno gaseoso en condiciones herméticamente selladas durante 15 minutos y se dejo
reaccionar a temperatura ambiente durante 4 horas o mas. Una vez completada la reaccion, el CHsl en el liquido de
reaccion se eliminé por destilacion a presion reducida y se congeld con enfriamiento con hielo, y se afiadié agua
purificada en una cantidad equivalente a la cantidad total de DMSO y metilsulfinilcarbaniéon usado para descomponer
el metilsulfinilcarbanién restante y detener la reaccion. Ademas, se afiadié Na;S»03 saturado (de aproximadamente
250 pl) al liquido de reaccion hasta que desaparecio el color amarillo del liquido.

(Recuperacion de Polisacarido Completamente Metilado)
El cartucho Sep-pak C18 (1 ml, Waters Associate Inc.) se lavd con etanol destilado (10 ml x 4) y luego con agua (2
ml x 3), y posteriormente, la mezcla de reaccion de metilacion se pas6 a través del cartucho para adsorber el

polisacarido metilado en el cartucho. El cartucho se lavé con DMSO al 50% (2 ml x 5) y después con agua (2 ml x 5),
y posteriormente, el polisacarido metilado se eluy6 usando etanol destilado (2 ml x 3) y posteriormente el disolvente
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se elimind por destilacion a presién reducida para obtener un polisacarido totalmente metilado.
(Reduccién del Grupo Carboxilo del Acido Urénico en el Polisacarido Metilado)

Los grupos carboxilo de restos de acido urdnico en el polisacarido totalmente metilado se redujeron a un alcohol
primario deuterado mediante el siguiente método. Es decir, la muestra de polisacarido completamente metilado se
disolvio en etanol al 95% (0,21 ml) y tetrahidrofurano (THF, 0,51 ml), y posteriormente se afiadié borodeuteruro de
sodio (NaBDs4, 1,8 mg) y se mezclo, seguido de reaccion durante 18 horas o mas a temperatura ambiente y
calentamiento adicional a 70 °C durante 1 hora para reducir los grupos carboximetilo. El liquido de reaccion se
neutralizé con acido acético y se agregaron de 7 a 8 gotas de acido acético para detener la reaccion. La solucion de
reaccion se seco y se endurecioé a presion reducida, y posteriormente, para eliminar el acido bérico producido, se
repitid, al menos cuatro veces, la operacion de agregar metanol destilado (1 ml) al producto de reaccién y eliminar
por destilacion el disolvente del producto a presién reducida. Después de disolver el producto con una soluciéon de
DMSO al 50%, se recuperd un polisacarido totalmente metilado reducido con carboxilo de la misma manera que el
método descrito en (Recuperacion de Polisacarido Totalmente Metilado).

(Derivatizacion del Polisacarido Completamente Metilado a un Compuesto de Acetato de Alditol Parcialmente
Metilado y Analisis)

El polisacarido totalmente carboxilado reducido con carboxilo obtenido se calenté a 121 °C durante 1 hora en
condiciones herméticamente selladas en un tubo de ensayo con tapén de rosca (15 i.d x 100 mm) usando acido
trifluoroacético 2 M (TFA, 1 ml) para provocar la hidrdlisis. Una vez completada la reaccion, la solucion de reaccion
enfriada a temperatura ambiente se secd y se endurecié a presion reducida y se seco adicionalmente a presion
reducida durante 30 minutos en un desecador para eliminar el TFA restante. El hidrolizado obtenido se disolvié en
etanol al 95% (destilado, 1 ml) y se agregaron de 7 a 8 gotas de amoniaco acuoso al 25% para convertirlo en
amoniaco alcalino, seguido de la adicién de un exceso de borohidruro de sodio (NaBH,) y reacciéon a temperatura
ambiente durante 4 horas o mas. Se afiadié gota a gota una solucion de acido acético al liquido de reaccion para
descomponer el NaBH4 restante, posteriormente, se agregaron de 7 a 8 gotas adicionalmente y el disolvente se
eliminé por destilacion mediante secado y endurecimiento a presion reducida. Se afadié metanol (1 ml) al producto
de reaccion y se repitié la operacion de eliminacion por destilacion del disolvente a presion reducida cuatro veces
para eliminar el acido bérico producido. El producto de reaccién se secé a presion reducida en un desecador durante
1 hora y, posteriormente, se afiadioé anhidrido acético, y la mezcla se calenté y se dejo reaccionar a 121 °C durante 3
horas en condiciones herméticamente selladas para provocar la acetilacion. La solucion de reaccién se dejo reposar
a temperatura ambiente, posteriormente, se afiadid tolueno (1 ml) y se mezcld, y el anhidrido acético se eliminé a 40
°C en una corriente de aire. Se afiadieron agua (1 ml) y CHCIs (2 mb) al producto de reaccién para la particion
liquido-liquido, seguido de centrifugacion (4 °C, 2.500 rpm, 5 minutos), y posteriormente la capa acuosa superior se
elimind por succion. Ademas, la capa de CHCI; se lavd de cuatro a cinco veces usando agua (1 ml) v,
posteriormente, el CHCI3 se elimind por destilacion a presion reducida para obtener un derivado de acetato de alditol
parcialmente metilado. El derivado se analizd mediante cromatografia de gases (GLC) y cromatografia de
gases/espectrometria de masas (GLC-MS) en las siguientes condiciones. El acetato de alditol metilado se identificd
por comparaciéon con una muestra de iones de fragmentos auténticos y por comparacion con el tiempo de retencion
relativo al 2,3,4,6-tetra-OMe-1,5-di-OAc-galactitol. Las proporciones molares de los azucares metilados (% en moles)
se determinaron cada uno por area de maximo y un factor de respuesta a FED.

GLC:

Instrumento; Cromatografo de gases HP5890 Series Il (Hewlett Packard)

Columna de capilaridad; Columna de capilaridad SP-2380 (0,25 mm i.d x 30 m, grosor de membrana liquida:
0,25 uym, SPELCO/ALDRICH)

Gas portador; He (caudal total; 80 ml/min, presion de entrada de la columna; 10 psi, pureza del gas; 99,9999 %)
Temperatura del inyector; 250 °C Temperatura del detector; 250 °C

Temperatura del horno; 60 °C (1 min), 60 °C — 150 °C (30 °C/min), 150 °C — 250 °C (1,5 °C/min), 250 °C (1
min)

MS:

Espectrometro de masas; Detector Selectivo de Masas HP5970 B (70 eV, 280 °C)

<Resultados>

Los resultados del analisis de la fraccion de a-glucano y la fraccién de heteroglicano se muestran en la Tabla 2 y la
Tabla 3. Ademas, los resultados de la medicion de la distribucién del peso molecular de la fraccion de a-glucano y la

fraccion de heteroglicano se muestran en la Fig. 7 y la Fig. 8.

[Tabla 2]
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Tabla 2.
Fraccién Precipitada Fraccién de o-glucano Fraccion de
con Etanol(SCE4) heteroglicano
Peso molecular No determinado 900000 4800000 y 830000
maximo
gfrbohldrato (%) como 78.1 848 522
c
Acido Uronico (%)
como GalA 3.5 3.2 7.2
Proteina (%) como
gamma globulina 35,2 5,0 59
bovina
Proporcion de azucares componentes (% en mol.)
Ara 20,8 2,2 24,7
Rha 1,8 1,4 3,3
Fuc 0,6 1,6 1,8
Xyl 10,0 1,5 9,9
GlcA 3,0 2,4 6,0
GalA 0,7 - 1,4
Man 4,0 3,4 11,3
Gal 14,1 3,6 9,5
Glc 45,0 83,9 32,1
[Tabla 3]
Tabla 3. Patron de Union del Azucar de la Fraccion a-Glucano y la Fraccion de Heteroglicano
Mol. %
Fraccion Fraccion de
Resto de azdcar | Patron de union de a- .
heteroglicano
glucano
Terminal no reductor (furanosa) | - 21,9
Arabinosa Terminal no reductor (piranosa) | - 7,2
4- or 5-unido - 7,5
2-unido (furanosa) - 3,5
Xilosa 4- or' 5-uniFio - 3,0
3-unido (piranosa) - 2,5
Fucosa Terminal no reductor - 3.1
Terminal no reductor 3,8 3,3
2-unido 4,3 -
Manosa 3-unido 3,7 1,6
4-unido - 1,4
4 6-Ramificado - 0,3
Terminal no reductor 53 7,3
3-unido 3,4 3,4
4-unido - 0,9
Galactosa 6-unido _ 3,2 4.8
2,6-Ramificado 2,1 1,3
3,6-Ramificado 3,0 9,3
4 6-Ramificado - 0,6
3,4,6-Ramificado - 1,9
Terminal no reductor 25,2 3,6
3-unido 6,2 2,2
4-unido 5,8 3,0
Glucosa 6-unido 19,8 4.1
2,6-Ramificado 6,4 0,6
4 6-Ramificado 5.1 0,3
3,4,6-Ramificado 2,7 -
Acdo 2-unido : 07
galacturénico
Acido glucurénico | 4-unido - 0,7
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Como se muestra en la Tabla 2 y la Fig. 7, la fracciéon de a-glucano tenia un peso molecular maximo de 900.000 y un
peso molecular distribuido dentro de un intervalo de 16.000 a un peso molecular correspondiente al volumen Vo
(aproximadamente 1.660.000). En la fraccion de a-glucano, la proporcion de glucosa en los azicares componentes
fue de alrededor del 84%. Como se muestra en la Tabla 2 y la Fig. 8, la fraccion de heteroglicano tenia dos pesos
moleculares maximos, 48.000 y 830.000. El peso molecular se distribuy6 dentro de un intervalo de 10.000 a un peso
molecular correspondiente al volumen Vo (aproximadamente 1.660.000). En la fraccién de heteroglicano, las
proporciones de glucosa y arabinosa en todos los azicares componentes fueron aproximadamente 32 % y
aproximadamente 25 %, respectivamente. La fraccion de a-glucano y la fraccion de heteroglicano fueron cada una
fracciéon de polisacarido que contenia azlicar como componente principal.

Como se muestra en la Tabla 3, la fraccion de a-glucano tenia caracteristicas de contener glucosa terminal no
reductora y glucosa a-6 (6-unida) en grandes cantidades de aproximadamente 25% y aproximadamente 20%,
respectivamente. La fraccion de heteroglicano tenia caracteristicas de contener arabinosa terminal no reductora en
una cantidad de aproximadamente 22%.

[Ejemplo 1: Prueba del Efecto Activador de las Placas de Peyer]

Se realizé una prueba del efecto activador de las Placas de Peyer de la misma manera que en el Ejemplo 1 de
prueba utilizando la fraccion de a-glucano (Fraccion A1) y la fraccion de heteroglicano (Fraccion X) preparadas en el
Ejemplo 2 de prueba y el SCE-4 deslignificado y la fraccion precipitada con Etanol(SCE-4) preparados en el Ejemplo
1 de prueba.

La Fig. 3 muestra los resultados de la prueba del efecto activador de las placas de Peyer. La cantidad del factor
promotor del crecimiento celular de la médula ésea se muestra como el efecto activador de las placas de Peyer. La
fraccion de a-glucano (Fraccion A1) y la fraccion de heteroglicano (fraccion X) en cualquier carga (25 pg/ml, 50
pg/ml, 100 pg/ml) tuvieron un efecto activador de las placas de Peyer significativamente mayor que el SCE-4
deslignificado, y mostraron un efecto activador de las placas de Peyer comparable al de la fraccion precipitada con
etanol (SCE-4).

El extracto derivado de cafa de azucar, que es una materia prima, tiene un alto contenido de sal, y el rendimiento de
la fraccion precipitada con etanol (SCE-4) es de aproximadamente el 5%. Ademas, la fraccion precipitada con etanol
(SCE-4) es una fraccion que tiene varios polisacaridos mezclados, y también contiene un componente de lignina. Por
lo tanto, la fraccion precipitada con etanol es de color rojo pardusco y dificil de formar un polvo, y por lo tanto, tiene
caracteristicas de procesamiento y astringencia deficientes. Al mismo tiempo, la fraccién de a-glucano y la fraccion
de heteroglicano obtenidas en el ejemplo son polvos blancos sin sabor y, por lo tanto, faciles de procesar.

[Ejemplo 2: Participacion de la estructura a-D-(1 — 6)-Glucano en el Efecto Activador de las placas de Peyer]
< Digestion Enzimatica de la fraccion de a-glucano y la Fraccion de Heteroglicano>

A una solucién de tampodn acetato 25 mM (pH 4,5, 1 mg/ml) de la fraccién de a-glucano (1,5 mg) o la fraccion de
heteroglicano (1,5 mg) se agregaron exo-a-L-arabinofuranosidasa (20 pl), exo-B-D-(1—3)-galactanasa (20 ul), y
endo-B-D-(1—4)-galactanasa (5 yl), seguido de una reaccion enzimatica en condiciones de 37 °C durante 2 dias. La
digestion obtenida se traté con calor durante 30 segundos en un bafio de agua hirviendo para desactivar la enzima.
A la mitad de este liquido de reaccidon enzimatica (que se muestra como "1,3/1,4-galactanasa" en la Fig. 4) se
agregd mas dextranasa (0,25 unidades), seguido de incubacion durante 2 dias a 37 °C, y posteriormente, la enzima
se desactivd en las mismas condiciones que las anteriores para obtener un liquido de reaccién enzimatica (que se
muestra como "dextranasa" en la Fig. 4). Estos liquidos de reaccién se conservaron a -20 °C hasta su uso.

<Medicién de la cantidad de produccién de IL-6>

La preparacion y el cultivo de células de las placas de Peyer de raton se realizaron de la misma manera que en el
Ejemplo 1 de prueba.

(Inmunoensayo de Enzimas (ELISA))

Un anticuerpo primario anti-IL-6 de raton diluido a 1 pyg/ml con un tampdén carbonato-bicarbonato 50 mM (pH 9,6)
(100 pl/pocillo) se dispensé en una placa ELISA (Immuno-Maxisorp, Nunc) y se incubd a 4 °C durante la noche. La
placa se lavo tres veces con una solucion salina fisiolégica tamponada con fosfato (PBST) que contenia Tween 20 al
0,05% (300 pl/pocillo) y posteriormente se incubd a 37 °C durante 1 hora usando PBST que contenia leche
desnatada al 1% (SM) (SM PBST) (100 pl/pocillo). La placa se lavo cuatro veces con PBST (300 pl/pocillo), seguido
de la adicion de SM-PBST al 1 % (50 pl/pocillo) y preincubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
después, se afiadié el sobrenadante de cultivo de placas de Peyer (50 pl/pocillo), seguido de incubacion a 4 °C
durante la noche. La placa se lavo tres veces con PBST (300 pl/pocillo) y se preincubé durante 10 minutos a
temperatura ambiente utilizando SM-PBST al 1% (100 pl/pocillo). Ademas, se afiadié un anticuerpo secundario anti-
IL-6 marcado con biotina diluido con SM-PBST al 1% (1:1000, 50 ul/pocillo) a la placa, y después de la incubacion a
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37 °C durante 1 hora, la placa se lavo tres veces con PBST (300 pl/pozo). La placa se preincubé durante 10 minutos
a temperatura ambiente utilizando SM-PBST al 1 % (100 ul/pocillo) y, posteriormente, se afiadiod estreptavidina
marcada con fosfatasa alcalina diluida con SM-PBST al 1 % (1:1000, 100 ul/pocillo), seguido de incubacion a 37 °C
durante 1 hora. La placa se lavo cinco veces con PBST (300 pl/pocillo) y, posteriormente, se afiadié una solucion de
sustrato [un tampoén de dietanolamina al 10 % (pH 9,8) de fosfato de p-nitrofenilo disédico] (1 mg/ml, 150 pl/pocillo),
seguido de incubacion a temperatura ambiente. El color amarillo desarrollado se midio utilizando un lector de
microplacas (Multiskan JX, Thermo Electron Corp.) (longitud de onda de medicién; 405 nm, longitud de onda en
blanco; 492 nm).

<Resultados>

Se ha revelado que la IL-6 es relevante para el efecto activador de las placas de Peyer como uno de los factores que
promotores del crecimiento celular de la médula dsea. La Fig. 4 muestra los resultados de la prueba de induccion de
produccion de IL-6. En el caso del SCE-4 deslignificado, la cantidad de produccion de IL-6 aumento
significativamente en comparacion con el control ("SCE-4 deslignificado" en la Fig. 4). La capacidad de potenciacion
de la produccion de IL-6 también se observo en la fraccion de a-glucano (Fraccion A1 en la Fig. 4) y en la fraccién de
heteroglicano (Fraccién X en la Fig. 4) (en la Fig. 4, "No tratado" de la fraccion de a-glucano y la fraccion de
heteroglicano). Ademas, la actividad de potenciacion de la produccion de IL-6 de la fraccion de a-glucano y la
fraccion de heteroglicano no disminuyd incluso con el tratamiento con 1,3/1,4-galactanasa. Esto demuestra que
estas galactanasas no son una estructura necesaria para la expresion de la actividad. Al mismo tiempo, cuando se
realizé un tratamiento con dextranasa después del tratamiento con galactanasa, la actividad de la fraccion de a-
glucano disminuyé en la misma medida que la del control. Ademas, la actividad de la fraccion de heteroglicano
también disminuy6 a una concentracion de 50 yg/ml. La dextranasa tiene la actividad de reconocer y escindir una
estructura de glucano de un tri- o sacarido superior a-l,6-unido. Por lo tanto, se sugirié que un polisacarido que tiene
dicha estructura de cadena de sacarido esta contenido en la fraccion de a-glucano y la fraccion de heteroglicano, y
contribuye a la actividad de potenciacion de la producciéon de IL-6. Incidentalmente, en el caso en que se afiadid
dextrano solo y se realiz6 la prueba, no se observd ningun cambio en la cantidad de produccion de IL-6 (datos no
mostrados).

[Ejemplo 3: Prueba de administracion oral de la Fracciéon de Polisacarido en el Modelo de Infeccion por Parasitos de
Malaria en Roedores (Cepa Sensible a Cloroquina)]

Utilizando la fraccion de a-glucano, La fraccion de heteroglicano y la fraccion precipitada con etanol (SCE-4)
preparadas en el Ejemplo 1 de produccion como fracciones de polisacaridos, se realizd una prueba de
administracion oral de las fracciones de polisacaridos en un modelo de infeccién por parasitos de malaria en
roedores.

<Modelo de Infeccion por Plasmodium berghei N (Cepa Sensible a la Cloroquina)>

Se realizé un experimento de infeccidon por parasitos de malaria en roedores en la Universidad de Kitasato, Instituto
de Ciencias de la Vida de Kitasato, Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales. Se realizé un experimento
con animales de acuerdo con las Regulaciones del Administrador de Seguridad y Salud para el Manejo de Animales
Experimentales del Instituto Kitasato (institucién educativa legalmente incorporada) especificadas de acuerdo con las
leyes y notificaciones pertinentes de los ministerios pertinentes, etc.

Ratones ICR (bajo 20 gramos) adquiridos de Charles River Japan, Inc. se mantuvieron preliminarmente durante una
semana en condiciones fijas de temperatura ambiente de 23 + 2 °C y una humedad del 55 + 10% con un tiempo de
iluminacion de 9 horas/dia, y posteriormente se sometieron al experimento.

Un parasito de la malaria para roedores se mantuvo de la siguiente manera: un parasito de la malaria para roedores
congelado Plasmodium berghei N (cepa sensible a la cloroquina) se descongeld y se administré por via
intraperitoneal a los ratones ICR (200 pl/ratén) para causar la infeccion, y unos dias después de la infeccion, se
extrajo sangre del corazén y se administro a las venas de la cola de otros ratones (de cuatro a cinco) (200 pl/ratén)
para causar la infeccion de manera repetida.

Los eritrocitos infectados con parasitos se prepararon de la siguiente manera. Es decir, se seleccion6 un ratéon con
alta eficacia de infeccion y se extrajo sangre del corazén bajo anestesia con Nembutal para realizar un frotis de
sangre. El frotis se tiid mediante el método de tincion Giemsa simple utilizando un kit de tincién Quicklll
(astradiagnosics) o Hemacolor (Merck), y se calculé una tasa de infeccion (% de Parasitemia). La sangre extraida se
diluy6 con solucion salina fisiolégica para inyeccion, y se conté el numero de eritrocitos con un hemocitémetro y se
multiplicé por la tasa de infeccién para calcular el niUmero de eritrocitos infectados. La sangre se diluyé con solucion
salina fisioldgica para dar una suspension de eritrocitos infectados con 1 x 10% 0 1 x 107 células/ml, y posteriormente
se administré a la vena de la cola en una cantidad de 200 pl/raton.

El experimento de la infeccion del parasito de la malaria para roedores en ratones se realiz6 mediante inyeccion
intravenosa con 2 x 10* células de eritrocitos infectados con P. berghei N en las venas de la cola de ratones ICR
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machos (0,2 ml/raton).
<Administracion Oral de Polisacarido a Raton de Modelo de Infeccion>

La fraccion de a-glucano (fraccion A1 en las figuras 5(A) a 5(C)), la fraccion de heteroglicano (fraccion X en las
figuras 5(A) a 5(C)) y SCE-4 se administraron por via oral a los ratones ICR cada dia en una dosis de 500 pl/raton
usando una aguja de alimentacion. Una dosis de la fraccion precipitada con etanol (SCE-4) se establecié en 600
mg/kg/dia, y las dosis de la fraccion de a-glucano vy la fraccion de heteroglicano se establecieron en 28 mg/kg/dia y
22 mg/kg/dia, respectivamente. Las dosis de la fraccion de a-glucano y la fraccion de heteroglicano son cada una,
una cantidad correspondiente a 600 mg/kg/dia de SCE-4 calculada a partir del rendimiento. Como control, el agua se
administrd por via oral solo. La administracion se inicié 7 dias antes de la infeccion por parasitos y continud incluso
después de la infeccion por plasmodios.

Calculo de la Tasa de Infeccién por Parasito de Malaria en Roedores>

Tres dias después de la infeccion, se extrajo sangre de la cola de un ratén para hacer un frotis de sangre. El frotis se
tind mediante el método de tincion Giemsa simple utilizando un kit de tincion Quicklll (astradiagnosics) o Hemacolor
(Merck). El aceite de inmersion se dejo caer en el frotis y el frotis se observd bajo un microscopio (ORIMPUS BX40)
de acuerdo con los criterios que se muestran en la Tabla 4.

[Tabla 4]

Tabla. 4
El nUmero de campos enumerados

Tasa de infeccion

Mas de 20 %

Tres campos

Mas de 10% y 20% o menos

Cinco campos

Mas de 2 % y 10 % o menos

Diez campos

Mas de 0,05 % y 2 % o menos

Veinte campos

0,05 % o menos Cincuenta campos

Ademas, la tasa de infeccién de eritrocitos (Parasitemia) se calcul6 aplicando la siguiente ecuacion.
[Ecuacion 1]

Numero de eritrocitos infectados

- - - X 100 = Tasa de Infeccion (Parasitemia)
Numero total de eritrocitos

<Resultados>

Las figs. 5(A) a 5(C) muestran los resultados de una prueba de administracion oral de las fracciones de polisacaridos
en un modelo de infeccién por parasitos de malaria en roedores. En los ratones a los que se administré la fraccion
precipitada con etanol (SCE-4), la tasa de infeccion disminuyé significativamente en los dias 4 y 5 en comparacion
con el control. Ademas, en los ratones a los que se administro la fraccion de a-glucano (Fracciéon A1 en las Figuras
5(A) a 5(C)) y los ratones a los que se administré la fraccion de heteroglicano (Fraccion X en las Figuras 5(A) a 5(C
)), aunque las dosis de la fraccion de a-glucano y la fraccion de heteroglicano fueron obviamente mas pequefias que
la de SCE-4 (aproximadamente 1/20), la tasa de infeccion disminuyd significativamente en los dias 4 y 5 en
comparacion con el control (Figs. 5(A) a 5(C), valores de p en la prueba LSD de Fisher). Ademas, en los cinco
ratones de los ocho ratones a los que se administro el a-glucano, el efecto dur6 incluso en el Dia 6. A partir de lo
anterior, se confirmoé que el efecto protector contra la infeccién de malaria que muestra la fraccién precipitada con
etanol (SCE-4) se expresa mediante el a-glucano y el heteroglicano que contiene. Ademas, los resultados del
ejemplo muestran que aunque las dosis de la fraccion de a-glucano y la fraccion de heteroglicano son mas
pequefias que las de SCE-4 (aproximadamente 1/20), la fraccion de a-glucano y la fraccion de heteroglicano tienen
cada una un efecto protector contra infeccion de malaria casi igual o ligeramente superior a SCE-4. Por lo tanto, se
puede expresar un efecto protector contra la infeccion de la malaria notablemente mayor que el de SCE-4
aumentando las dosis de la fracciéon de a-glucano y la fraccion de heteroglicano.

[Ejemplo 4: Prueba 2 de administracion oral de la Fraccion de Polisacarido en el Modelo de Infeccion por Parasitos
de Malaria en Roedores (Cepa Resistente a Cloroquina)]

Usando la fraccion precipitada con etanol (SCE-4) preparada en el Ejemplo 1 de produccién como una fraccion de
polisacarido, se realizé una prueba de administracion oral de la fraccion de polisacarido en un modelo de infeccién
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por parasitos de malaria en roedores.
<Modelo de Infeccion por Plasmodium yoelii NS>

Usando el parasito de malaria en roedores Plasmodium yoelii NS (cepa resistente a la cloroquina), se causo la
infeccion parasitaria por la administracion de la vena de la cola, seguida inmediatamente por la administracion
subcutanea de cloroquina (una soluciéon acuosa de sal de difosfato de cloroquina) a ratones en una dosis de 60
mg/kg/raton para mantener un parasito resistente. El nimero de eritrocitos infectados inyectados por via intravenosa
en la vena de la cola se establecié en 2 x 108 células. Se realizaron otros procedimientos de la misma manera que
en el <Modelo de Infeccién por Plasmodium berghei N> del Ejemplo 3.

<Administracion Oral de Polisacarido a Raton de Modelo de Infeccion>

Se administr6 SCE-4 por via oral a ratones ICR cada dia en una dosis de 500 pl/ratén usando una aguja de
alimentacién. Se establecié una dosis de SCE-4 a 600 mg/kg/dia. Como control, el agua se administré por via oral
solo. La administracién se inicié 7 dias antes de la infeccion por parasitos y continué incluso después de la infeccién
por plasmodios.

<Calculo de la Tasa de Infeccién por Parasito de Malaria en Roedores>
Se llevo a cabo el calculo del mismo modo que en el Ejemplo 3.
<Resultados>

En las Figs. 9(A) y 9(B) se muestran los resultados de la prueba de administracion oral. En los ratones a los que se
administro la fraccion precipitada con etanol (SCE-4), la tasa de infeccion disminuy6 significativamente en los dias 4
y 7 en comparacion con el control (los valores de p en la prueba de LSD de Fisher fueron p <0,001).

[Ejemplo 5: Prueba de administracion oral de la Fracciéon de Polisacarido en combinacion con el Agente antipalidico
en el Modelo de Infeccion por Parasitos de Malaria en Roedores (Cepa Resistente a Cloroquina)]

Usando la fraccion precipitada con etanol (SCE-4) preparada en el Ejemplo 1 de produccién como una fraccion de
polisacarido, el efecto combinado con un agente antipaludico artesunato (Artesnato, abreviado a AN) se probo
mediante una prueba de administracién oral en un modelo de Infeccién por Parasitos de Malaria en Roedores.

<Modelo de Infeccidn por Plasmodium yoelii NS>

Se llevd a cabo un procedimiento del mismo modo que en el Ejemplo 4, excepto que el numero de eritrocitos
infectados con P. yoelii NS inyectados por via intravenosa en la vena de la cola se cambi6 de 2 x 10° células a 2 x
10* células.

<Administracion Oral de Polisacarido y AN a Ratén de Modelo de Infeccion>

Se administr6 SCE-4 y AN por via oral a ratones ICR cada dia en una dosis de 500 pl/ratdon usando una aguja de
alimentaciéon. Una dosis de SCE-4 fue de 600 mg/kg/dia, y se disolvi6 AN en una solucién acuosa al 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO) que contenia Tween 80 al 0,5% y se administr6 en una dosis de 3 mg/kg/dia. La
administracion de SCE-4 se inicié 7 dias antes de la infeccion por parasitos y continué incluso después de la
infeccion por plasmodios. La administracion de AN se inici6 2 horas después de la infeccién por parasitos y continuo
hasta el dia 3 después de la infeccidn por plasmodios (cuatro veces en total). Ademas, se administré SCE-4 3 horas
0 mas después de la administracion de AN.

A un grupo de control, se administraron por via oral agua y una solucion acuosa de DMSO al 10% que contenia
Tween 80 al 0,5%, y a grupos AN3, se administraron por via oral agua y una solucién acuosa de DMSO al 10% de
AN que contenia Tween 80 al 0,5%, y a grupos SCE-4+AN3, se administraron por via oral una solucién acuosa de
SCE-4 y una solucién acuosa de DMSO al 10% de AN que contenia Tween 80 al 0,5%.

<Calculo de la Tasa de Infeccién por Parasito de Malaria en Roedores>

Se llevo a cabo el calculo del mismo modo que en el Ejemplo 3.

<Resultados>

En las Figs. 10(A) y 10(C) se muestran los resultados de la prueba de administracion oral. En el grupo AN3 al que se
administro AN, la tasa de infeccion disminuy6 significativamente en los dias 4 y 5 en comparacion con el grupo de

control (los valores de p en la prueba de Dunnett fueron p <0,001 y p = 0,0024, respectivamente). En el grupo SCE-4
+ AN3 que usa SCE-4 en combinacion con AN, la tasa de infeccion disminuy6 significativamente en los dias 4 y 5 en

22



ES 2746 296 T3

comparacion con el grupo control (los valores de p en la prueba de Dunnett fueron p <0,001 y p = 0,0002,
respectivamente), y también el efecto todavia duré el dia 6 (el valor de p en la prueba de Dunnetf fue p = 0,0047).
Como se desprende de estos resultados, el efecto protector contra la infeccién por malaria se incrementé al utilizar
SCE-4 en combinacion con AN. Esto muestra que el efecto de SCE-4 no compite con el efecto del agente
antipaltdico (AN) existente. Por lo tanto, el SCE-4 se puede usar como un farmaco alternativo para un agente
antipaludico existente que sufre la aparicion de una cepa resistente, o se puede usar en combinacién con un agente
antipaludico existente.
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REIVINDICACIONES

1. Un polisacarido obtenido de cafia de azUcar que es adecuado para activar las placas de Peyer,

en el que el polisacarido contiene a-glucano como componente principal,

en el que el polisacarido tiene un peso molecular maximo dentro de un intervalo de 720.000 a 1.080.000,
en el que la proporcién de glucosa en todos los azucares componentes del polisacarido es 80% o mas,
en el que la proporcién de glucosa terminal no reductora del polisacarido es de 20 a 30%, y

en el que la proporcion de glucosa a-1,6-unida del polisacarido es de 15 a 25%.

2. El polisacarido de la reivindicacion 1, que se obtiene a partir de una fraccién precipitada con etanol obtenida
precipitando con etanol una materia prima seleccionada de un extracto de cafia de azucar y melaza derivada de
cafia de azucar, y eliminando las sustancias de bajo peso molecular del precipitado obtenido mediante dialisis o
mediante un proceso de membrana.

3. El polisacarido de la reivindicacion 2, en el que la materia prima es un extracto derivado de cafia de azucar, y en
el que el extracto es una fraccion que absorbe luz a una longitud de onda de 420 nm y de la cual se excluyen la
sacarosa, la glucosa y la fructosa, entre un gran numero de fracciones obtenidas al pasar un extracto de cafia de
azucar o una melaza derivada de cafia de azlcar a través de una columna llena con una resina de intercambio
catidnico como portador y realizando el fraccionamiento mediante una diferencia en la afinidad entre la resina de
intercambio catidnico y cada componente utilizando agua como eluyente.

4. El polisacarido de la reivindicacién 2 o 3, en el que el polisacarido es una fraccién obtenida al pasar la fraccién
precipitada con etanol a través de una columna llena con una resina de intercambio aniénico como portador,
eluyendo los componentes adsorbidos en la resina de intercambio aniénico con un disolvente de elucion que tiene
una fuerza idnica baja para obtener fracciones eluidas y filtrar adicionalmente con gel las fracciones eluidas
obtenidas.

5. El polisacarido de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que el polisacarido es una fracciéon en una
cantidad correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida que es el resultado de pasar la fraccion
precipitada con etanol a través de una columna llena de una resina de intercambio anidnico equilibrada con agua
como portador, eluyendo los componentes adsorbidos sobre la resina de intercambio anionico con NHsHCO3 100
mM para obtener fracciones eluidas, y pasando adicionalmente las fracciones eluidas obtenidas a través de una
columna de filtracién con gel que tiene un limite molecular de 2 x 10® a 4 x 10° Da.

6. Un polisacarido obtenido de cafia de azucar que es adecuado para activar las placas de Peyer,

en el que el polisacarido contiene heteroglicano como componente principal,

en el que el polisacarido tiene pesos moleculares maximos dentro de un intervalo de 38.400 a 57.600 y dentro de un
intervalo de 664.000 a 996.000,

en el que la proporcion de glucosa en todos los azucares componentes del polisacarido es de 30% a 50%,

en el que la proporcidn de arabinosa en todos los aziicares componentes del polisacarido es de 20 a 30%, y

en el que la proporcion de arabinosa terminal no reductora es de 20 a 30%.

7. El polisacarido de la reivindicacién 6, que se obtiene a partir de una fraccidon precipitada con etanol obtenida
precipitando con etanol una materia prima seleccionada de un extracto de cafia de azUcar y una melaza derivada de
cafia de azucar, y eliminando las sustancias de bajo peso molecular del precipitado obtenido mediante dialisis o
mediante un proceso de membrana.

8. El polisacarido de la reivindicacion 7, en el que la materia prima es un extracto derivado de cafia de azucar, y en
el que el extracto es una fraccion que absorbe luz a una longitud de onda de 420 nm y de la cual se excluyen la
sacarosa, la glucosa y la fructosa, entre un gran numero de fracciones obtenidas al pasar un extracto de cafia de
azucar o una melaza derivada de cafia de azlcar a través de una columna llena con una resina de intercambio
catidnico como portador y realizando el fraccionamiento mediante una diferencia en la afinidad entre la resina de
intercambio catidnico y cada componente utilizando agua como eluyente.

9. El polisacarido de la reivindicacion 7 u 8, en el que el polisacarido es una fracciéon obtenida al pasar la fraccion
precipitada con etanol a través de una columna llena con una resina de intercambio aniénico como portador, y eluir
los componentes adsorbidos en la resina de intercambio anidénico con un disolvente de elucién que tiene una alta
fuerza idnica.

10. El polisacarido de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que el polisacarido consiste en:

una fraccion diferente a una fraccién en una cantidad correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida que
es el resultado de pasar la fraccion precipitada con etanol a través de una columna llena de una resina de
intercambio aniénico equilibrada con agua como portador, eluyendo los componentes adsorbidos sobre la resina de
intercambio aniénico con NH4HCO3 100 mM y posteriormente con NH4sHCO3; 300 mM para obtener fracciones
eluidas, y pasando adicionalmente las fracciones eluidas obtenidas a través de una columna de filtracion con gel que
tiene un limite molecular de 1 x 10*a 1 x 10® Da; y
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una fraccion en una cantidad correspondiente al volumen vacio del primer flujo de salida que es el resultado de
pasar la fraccion precipitada con etanol a través de una columna llena de una resina de intercambio aniénico
equilibrada con agua como portador, eluyendo los componentes adsorbidos sobre la resina de intercambio aniénico
con NH4HCO; 300 mM y posteriormente con NH4sHCOs; 1,8 M para obtener fracciones eluidas, y pasando
adicionalmente las fracciones eluidas obtenidas a través de una columna de filtracién con gel que tiene un limite
molecular de 2 x 10% a 4 x 10% Da.

11. El polisacarido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en la prevencion o el tratamiento de
infeccion por plasmodios.

12. Un medicamento que comprende el polisacarido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso en
la prevencioén o tratamiento de la infeccidn por plasmodios.

13. El medicamento para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el medicamento se usa en
combinacién con al menos un agente antipalidico seleccionado del grupo que consiste en quinina, mefloquina,
sulfadoxina, pirimetamina, cloroquina, primaquina, artesunato, arteméter y lumefantrina.

14. El medicamento para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el agente antipalidico es artesunato.
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