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RESUMO

“MICRORGANISMOS DO LEITE DE MAMfFEROS, COMPOSIQéES CONTENDO
OS MESMOS E SEU USO PARA O TRATAMENTO DE MASTITE”

A presente invencao refere-se a uma abordagem inovadora para
prevenir ou tratar mastite tanto em humanos como em animais
através do uso de microrganismos derivados do leite de
mamiferos obtidos a partir de hospedeiros saudédveis das
espécies homdélogas; agqueles novos microrganismos probidticos
obtidos a partir do leite capazes de reduzir mastite
infeciosa e ao método de triagem usado para sua obtencdo; ao
uso dessas bactérias probidéticas para a profilaxia ou
tratamento contra mastite e outras doencgas; e, por fim, a

composicdes compreendendo esses compostos.



DESCRICAO

“MICRORGANISMOS DO LEITE DE MAMfFEROS, COMPOSIQéES CONTENDO
OS MESMOS E SEU USO PARA O TRATAMENTO DE MASTITE”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencao refere-se a uma abordagem inovadora para
prevenir ou tratar mastite tanto em humanos como animais
através do uso de microrganismos derivados do leite de
mamiferos obtidos a partir de hospedeiros saudédveis das
espécies homdélogas; a esses novos microrganismos probidticos
obtidos a partir de leite capazes de reduzir mastite
infeciosa; ao uso dessas Dbactérias probidticas para a
profilaxia ou tratamento contra mastite e outras doencas; e,

por fim, a composig¢des que compreendem esses compostos.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Mastite é uma inflamacdo e infecdo da glédndula mamdria que
sdo particularmente frequentes em mulheres e outras fémeas
de mamiferos durante a lactacgdo. Mastite é principalmente
causada por selecao e crescimento excessivo de estafilococos
e/ou estreptococos nos ductos mamdrios e gladndulas areolares
mamadrias. Mastite humana afeta até 30% de mulheres lactantes
e geralmente resulta num desmame precoce e indesejado, pois

¢ uma condicdo muito dolorosa.

Ademais, mastite ndo é uma patologia especifica de humanos,
porém afeta todas as espécies de mamiferos. Nesse sentido,
mastite infeciosa estd em espécies e racas de animais criadas
para a producgado de leite, como vacas, ovelhas e cabras, é um

problema econdémico importante visto que o leite produzido



durante o processo infecioso deve ser descartado devido as
altas contagens bacterianas e de células somadticas. Ademais,
a mastite pode ser um problema importante naquelas espécies
e racas domésticas (porcos, coelhos...) (por exemplo, bovino
para a produgdo de carne) nado dedicadas a producdo de leite
visto que um suprimento de leite reduzido de baixa qualidade
bacterioldégica pode aumentar significativamente as taxas de

morbidez e mortalidade entre a prole.

Nesses casos, a terapia a base de antibidéticos surgiu como
a Unica opcgdo terapéutica. Entretanto, antibidéticos de amplo
espectro ou alvejados Gram positivos atuais sao
insatisfatoriamente eficazes para as estirpes
estafilocdcicas e estreptocdcicas gue causam mastite e, de
facto, tais tratamentos podem ser em algumas circunsténcias,
prejudiciais, pois o©0s mesmos geralmente eliminam a flora
comensal que caracteriza o leite de mamiferos, isso poderia
exercer alguns efeitos protetores. Ademais, a terapia com
antibidéticos pode resultar no aparecimento de residuos de
antibidético no leite, o gque também & prejudicial se ocorrer
durante o periodo de lactacd&o. Alternativamente, GM-CSF
bovino recombinante também foi usado para o tratamento de
mastites subclinicas causadas por S.aureus (Takahashi,H. et
al. 2004, Cad.J.Vet.Res. 68:182 a 187), porém nido se revelou
eficiente no tratamento de infecdo por S.aureus em estéagio

tardio.

Uma abordagem alternativa para o tratamento de mastite € o
uso de probidticos. Por exemplo, Sytnik,S.I. et al. (Vrach
Delo., 1990, 3:98 a 100) tentaram utilizar Bifidobacterium
para prevenir mastite, porém ndo observaram qualquer
inibicdo no tempo de permanéncia da microflora da mama.

Greene, W.A. et al. (J.Dairy Sci., 1991, 74:2976 a 2981)



descreveram o uso de uma preparacado de lactobacilo comercial
para o tratamento de contagem de células somdticas elevada
(SSC) quando administrada por injecdo intramamédria direta,
porém concluem que o produto de Lactobacilo usado no ensaio
ndo era eficaz como um tratamento intramamdrio de mastite
subclinica baseado em SCC. A patente US US4591499 descreve
um método para tratar mastite utilizando uma injecéo
intramamdria de uma emulsdo de &leo em &gua contendo uma
estirpe de lactobacilo nédo patogénica ou uma mistura de
estirpes. Entretanto, as estirpes descritas nesse documento
parecem atuar por meio de uma reducdo ndo especifica no pH
na gléandula mamédria e, devido a sua formulacgdo particular
como emulsdes, precisam de ser administradas por i1injecéao
intramamdria direta. A patente russa RU2134583 descreve o
uso de uma composicdo tdpica contendo lactobacterina (massa
de micrdébios de lactobactérias que foram liofilizadas
vivas/secas em meio de cultura) ou bifidumbacterina (uma
biopreparagdo liofilizada 1imobilizada em carvdo ativado
especial) para o tratamento de disseminacdo de micrdbios
massiva de leite materno. Entretanto, essa preparacao é
somente adequada para administracdo tépica e forma parte de
um tratamento de mualtiplas etapas que inclui massagem de
relaxamento e aplicacdo de uma suspensdo de organismos
derivados da microflora normal do intestino adicionalmente
contendo um meio de formacdo de filme protetor. O pedido de
patente internacional WO005/34970 descreve o tratamento de
mastite por injecdo intramamdria direta de uma estirpe de

Lactococcus lactis.

Heikkila et al. (J Applied Microbiol, 2003, 95:471 a 478)
descreve que bactérias do &cido lactico como Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus lactis, e

Leuconoctoc mesenteroides inibem o crescimento de



Staphylococcus aureus, dque € conhecido por causar infecdes
de seio materno. Entretanto, esse documento ndo descreve a
possivel via de administracdo para o uso terapéutico dessas

estirpes.

H& inumeras abordagens para obter probidéticos com a
capacidade de serem transferidos para o leite materno. O
pedido internacional WO05/117532 descreve um método para
selecionar uma estirpe bacteriana de 4&cido 1léactico para
administracgdo oral a uma mulher para melhorar o leite materno
da mulher, compreendendo selecionar uma estirpe de
Lactobacilo que aumenta o nivel de IL-10 anti-inflamatdria
e reduz o nivel de TGF-32 em leite materno, desse modo,
reduzindo o risco de a mde lactante desenvolver mastite.
Entretanto, a estirpe de &cido léactico ndo se revela ter um
efeito antibacteriano sobre estafilococos e/ou
estreptococos. O pedido internacional WO04/003235 descreve
um método para a selecdo de estirpes microbianas probidticas
de leite materno e/ou fluido amnidético com a capacidade de
serem transferidas para o leite materno e/ou érgdos internos
exceto as mucosas. Essas estirpes microbianas probidticas
tém propriedades antibacterianas contra bactérias
patogénicas, inclusive Salmonella choleraesuis e
Staphylococcus aureus (Olivares et al., J Applied Microbiol,
2006, 101:72 a 79, Martin R et al., J Hum Lact, 2005, 21(1):8
a 17).

Adicionalmente, ©probidéticos vém sendo usados para o
tratamento de disturbios gastrointestinais. 0O pedido
internacional WO097/461104 descreve o tratamento de diarreia
induzida por rotavirus por administracao oral de
Lactobacillus reuteri. O pedido europeu EP 0577904 descreve

uma estirpe Bifidobacterium para a producdo de alimentos ou



produtos farmacéuticos para tratar disturbios
gastrointestinais. Entretanto, essa estirpe ndo revela a
transferéncia para a gléndula mamadria apds a ingestdo oral.
Kaur et al. (Eur J Pharm Sci, 2002, 15:1 a 9) descrevem
probidéticos de estirpes Lactobacillus e Bifidobacterium como
suplementos alimentares que podem ser usados
terapeuticamente para prevenir diarreia, aumentar a
tolerdncia a lactose, modular a imunidade, gque afeta de forma
benéfica o hospedeiro ao aprimorar o seu equilibrio
microbiano intestinal, e que também podem ter potencial para

prevenir cancro e reduzir os niveis de colesterol séricos.

Portanto, h& um desejo na técnica de abordagens adicionais
para permitir a prevencédo e tratamento de mastites e outras
patologias das glandulas mamarias, em mulheres e em outras
fémeas de mamiferos, que possam ser mais facilmente aplicadas

e por meios menos invasivos.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdo baseia se na constatacdo inesperada e
surpreendente que o leite de mamiferos contém estirpes
probidéticas que sdo capazes de serem transferidas para a
glandula mamdria apds sua ingestdo oral, e exercem um efeito
terapéutico localmente contra os patdgenos gue causam
mastite, ajudando assim a reduzir a incidéncia de mastite.
Ademais, essas estirpes tém inumeras vantagens inesperadas
adicionais que as tornam Uteis para o tratamento de outras
doencas. A presente invencdo ¢é vantajosa em relacgdo aos
métodos conhecidos na técnica em vista das propriedades
valiosas que a lactacao pode fornecer, e devido ao interesse

econdémico de produtividade de leite para os camponeses.



Um processo para a selecdo de probidticos €& revelado

compreendendo as etapas de:

(i) isolar as bactérias de &cido 1lactico ou estirpes de
bifidobactérias presentes no leite fresco de uma espécie de

mamifero por selecdo em meio de cultura de acido lactico,

(i1) selecionar aquelas estirpes da etapa (i) que sao capazes
de serem transferidas para a glandula mamdria apds a ingestdo
oral

e/ou colonizar a glandula mamdria apds sua aplicacdo todpica,

(iii) selecionar aquelas estirpes da etapa (ii) que séao
capazes de reduzir as taxas de sobrevivéncia e/ou as taxas

de adesdo a células epiteliais de Staphylococcus aureus e

(iv) selecionar aquelas estirpes da etapa (iii) que séao

capazes de proteger animais contra mastite.

Em um aspeto, a invencdo fornece estirpes probidticas
selecionadas a partir do grupo de Bifidobacterium breve
depositada na CECT sob N° de Acesso 7263, Bifidobacterium
breve depositada na CECT sob N° de Acesso 7264, Lactobacillus
reuteri depositado na CECT sob N° de Acesso 7260,
Lactobacillus plantarum depositado na CECT sob N° de Acesso
7262, Lactobacillus fermentum na CECT sob N° de Acesso 7265
e Lactobacillus reuteri depositado na CECT sob N° de Acesso
7266.

Em um aspeto adicional, a invencédo fornece uma composicéao,
um produto farmacéutico, um alimento ou um produto
nutricional compreendendo pelo menos uma estirpe probidtica

da invencéo.



Em outro aspeto, a invencao fornece o uso das estirpes
probidéticas da invencédo para a fabricacdo de um medicamento
para o tratamento e/ou profilaxia de uma infecdo ou
infestacédo crénica ou aguda, ou de uma colonizagcdo microbiana
indesejada, em que a infecdo, infestacdo ou colonizacdo é
causada por parasitas, bactérias, levedura, fungos ou virus,
afetando qualquer superficie do corpo ou mucosa num individuo

ou animal em necessidade do mesmo.

Em um aspeto adicional, a invencdo fornece o uso de uma
estirpe probidtica ou de uma mistura de estirpes probidticas
da invencdo ou do sobrenadante de cultura para a fabricacgéao
de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de
reacbes de hipersensibilidade a intolerédncia alimentar e
metabdlica; de constipacgédo e outros disturbios
gastrointestinais; de disturbios inflamatdérios ou autoimunes
selecionados a partir do grupo de IBD, colite ulcerativa,
artrite, aterosclerose, esclerose mualtipla, psoriase ou
sarcoidose; e de crescimento de tumores, metadstase e cancro

num individuo ou animal em necessidade do mesmo.

Em um aspeto adicional, a invencdo fornece o uso de uma
estirpe probidtica ou de uma mistura de estirpes probidticas
da 1invencdo para a fabricagcdo de um medicamento para o
tratamento e/ou profilaxia de disturbios alérgicos e asma

num individuo ou animal em necessidade do mesmo.

Em um aspeto adicional, a invencdo fornece o uso de uma
estirpe probidtica ou de uma mistura de estirpes probidticas
da 1invencdo para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento e/ou profilaxia de niveis de imunidade
temporalmente reduzidos em individuos ou animais submetidos

a stress fisioldgico e derivado de gerenciamento.



BREVE DESCRIQKO DAS FIGURAS

A Figura 1 fornece as sequéncias das sequéncias de 16S rRNA
das bactérias de estirpes probidéticas descritas no presente
documento, inclusive aquelas dessa invencdo e seu perfil de

PCR-RAPD.

A Figura 2 é um grafico de barras que mostra a capacidade de
transferéncia para a glédndula mamdria e a colonizacéo
intestinal pelas estirpes descritas no presente documento,
inclusive aquelas da presente invencdo em camundongos. O
numero de lactobacilos (barras cinzas), bifidobactérias
(barras pretas) e enterococos (barras brancas) em amostras
de leite e fecals expressas em camundongos lactantes
suplementados diariamente durante 14 dias com 108 cfu das
estirpes geneticamente marcadas foi analisado por
plaqueamento de coldnias bacterianas. As amostras de leite
e fecails foram recolhidas no dia 0, 5 e 10 de suplementacéo
probidtica. As coldnias PCR-positivas em leite sdo indicadas

Q

como %.

A Figura 3 é um grafico de barras gque mostra a inibicgdo da
sobrevivéncia estafilocdcica e adesdo produzida apds a co-
cultura dos estafilococos com as estirpes descritas no
presente documento, inclusive aquelas dessa invencgao. A) O
efeito inibidor desses probidticos sobre a sobrevivéncia de
Staphylococcus aureus foi analisado in vitro por um ensaio
de difusédo em pogos de &dgar em placas de TSA. O didmetro do
halo de inibigédo (em milimetros) causado pelos sobrenadantes
bacterianos determina o efeito antimicrobiano. B) A adeséo
da estirpe patogénica Staphylococcus aureus a células Caco-
2 foi analisada na presenca das estirpes probidticas dessa

invencado. Dez campos aleatorizados foram contados e os



Q

resultados expressos como a média da % de bactérias gram-
negativas aderidas ligadas as células comparados com O nUmero
de bactérias patogénicas aderidas na auséncia de

probidticos.

A Figura 4 é um grafico de barras que mostra a protecdao
contra mastite estafilocdcica. Mastite foi induzida em
camundongos lactantes 10 dias apds o parto por injecado de
106 c¢fu de S. aureus no quarto par mamdrio. A carga
estafilocdcica no leite expresso (A) e na pontuacdo mamidria

inflamatdéria (B) foi avaliada apds 5 e 10 dias de infecéo.

A Figura 5 é um grafico de barras que mostra a adesdo de
estirpes probidticas a células intestinais. A adesdo das
estirpes probidticas descritas no presente documento,
inclusive aquelas dessa invencgcdo foi analisada utilizando
Caco-2 (barras cinzas) ou linhagens de células intestinais
HT-29 (barras pretas) intestinal. Vinte campos aleatorizados

foram contados e os resultados expressos como a média do

numero de bactérias ligadas as células por campo xSD.

A Figura 6 é um grafico de barras gue mostra a sobrevivéncia
de estirpes probidticas a condicgbdes semelhantes a digestéo.
A resisténcia das estirpes probidticas descritas no presente
documento, inclusive aquelas dessa invencédo, a teor de acido
(barras cinzas) e alto teor de sal biliar (barras pretas)
foili analisada in vitro por cultura das bactérias em MRS pH

3,0 ou 0,15% de sais biliares durante 90 minutos. Os

resultados sdo representados como a média =SD de trés

experimentos independentes.

A Figura 7 mostra o efeito das estirpes probidticas sobre um

modelo de infecdo por Salmonella oralmente induzida. A) O
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grafico de Dbarras gque mostra o efeito de tratamento
probidético na inibicdo de translocacdo de Salmonella para o
baco. O numero de coldnias de Salmonella foi medido nos bacos
de camundongos tratados com o0s probidéticos, com (barras
cinzas) ou sem vacinacdo (barras pretas) com 10® cfu de
Salmonella inativada, apds 24 horas de um desafio oral com
1019 cfu de Salmonella. B) As curvas de sobrevivéncia dos

animais apdés a infecdo por Salmonella.

A Figura 8 €& um grafico de barras que mostra o efeito de
estirpes probidticas sobre a expressdo de citocina e
imunoglobulina G. A producgdo de citocina TNF-o (A) e IL-10
(B) foi analisada em macrdéfagos derivados de medula &ssea
estimulados com LPS e a estirpe probidética indicada durante
12 horas enquanto a expressao de IgG (C) foi analisada em
linfécitos obtidos a partir do bago de camundongos Balb/c (6
a 8 semanas de idade) estimulados com LPS e a estirpe
probidtica indicada durante 6 dias. Tanto a producgédo de

citocina quanto de IgG foram detetadas por ELISA.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A invencdo fornece um novo método para o tratamento
profildtico e terapéutico de mastite infeciosa tanto em
mulheres como em outras fémeas de mamiferos em necessidade
do mesmo. O método baseia-se no uso de estirpes probidticas
especificas como revelado na reivindicacgédo 1, especialmente

selecionadas para aquela aplicacdo particular.

Um processo para a selecdo de probidticos € revelado,

compreendendo as etapas de:



11

(i) idisolar as bactérias de &cido 1léactico ou estirpes de
bifidobactérias presentes no leite fresco de uma espécie de

mamifero por selecdo em meio de cultura de &acido lactico,

(ii) selecionar aquelas estirpes da etapa (i) que sdo capazes
de serem transferidas para a gléandula mamdria apds a ingestao
oral e/ou colonizar a gladndula mamadria apds sua aplicacgdo

tépica,

(iii) selecionar aquelas estirpes da etapa (ii) gque séo
capazes de reduzir as taxas de sobrevivéncia e/ou as taxas

de adesdo a células epiteliais de Staphylococcus aureus e

(iv) selecionar aquelas estirpes da etapa (iii) que séo

capazes de proteger animais contra mastite.

Na etapa (i), qualquer leite obtido a partir de um organismo
de mamifero pode ser usado como material de partida para o
processo acima. Prefere-se que o leite usado seja leite de
humano, bovino, suino, ovelha, gato ou cdo. Ademais, qualquer
meio de cultura de &cido l&ctico conhecido na técnica pode
ser usado para selecionar as estirpes. De preferéncia, o
meio de cultura de &4cido léactico é selecionado a partir de
meio MRS, meio APT, meio RCM, meio LM17, meio GM17 e meio
Elliker. Com mais preferéncia, o meio de cultura de &cido

lactico € meio MRS.

Na etapa (ii), as estirpes 1isoladas na etapa (i) séo
selecionadas com base na sua capacidade de serem transferidas
para a glandula mamadria apds a ingestdo oral e/ou colonizarem
a gléndula mamdria apds a aplicacdo tépica. Para detetar a
capacidade de serem transferidas para a glandula mamdria, um

ensaio como descrito em W02004003235 para detetar a
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transferéncia de um microrganismo para o leite apds a

ingestdo oral pode ser usado.

Na etapa (iii), gualquer ensaio conhecido na técnica para
medir as taxas de sobrevivéncia de Staphylococcus e para
medir as taxas de adesao de S.aureus a células epiteliais
pode ser usado. Prefere-se que o efeito dos probidticos nas
taxas de adesao seja medido utilizando uma cultura confluente
de uma linhagem de células intestinais a qual as células de
S.aureus e 08 probidticos da invencdo sdo adicionados e o
numero de células de S.aureus ligadas é medido por qualquer
técnica adequada. Tipicamente, a linhagem de células
intestinais € Caco-2 e o numero de células ligadas € medido
por inspecdo direta das monocamadas de células sob
microscopia de luz. Ademais, a etapa de selecdo (iii) também
pode ou alternativamente envolve medir a viabilidade de
viabilidade de S.aureus na presenca das estirpes
probidticas. Qualgquer ensaio adequado para medir a inibicéo
de crescimento de estirpes Dbacterianas pode ser usado.
Tipicamente, a avaliacdo de viabilidade de S.aureus ¢é
realizada por um ensaio de difusdo em pogos de &gar.

Na etapa (iv), qualgquer ensaio para medir a protecdo de
mastite pode ser usado. De preferéncia, o ensaio envolve o
uso de um modelo animal de mastite em que pelo menos um dos
patdgenos conhecidos como o agente causador de mastite é
injetado na glandula mamdria. Com mais preferéncia, o modelo
animal ¢é um camundongo e o patdgeno que precisa de ser

administrado para causar mastite é S.aureus.

Em um aspeto, a 1invencdo fornece uma estirpe probidtica
selecionada a partir do grupo de Bifidobacterium breve
depositado na CECT sob N° de Acesso 7263, Bifidobacterium

breve depositado na CECT sob N° de Acesso 7264, Lactobacillus
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reuteri depositado na CECT sob N° de Acesso 7260,
Lactobacillus plantarum depositado na CECT sob N° de Acesso
7262, Lactobacillus fermentum na CECT sob N° de Acesso 7265
e Lactobacillus reuteri depositado na CECT sob N° de Acesso

7266.

Um sobrenadante de uma cultura de uma ou mais estirpes de
acordo com a invencdo ¢é adicionalmente revelada. 0
sobrenadante pode ser obtido a partir da cultura por qualqguer
meio disponivel para o elemento versado na técnica, inclusive

centrifugacdo, filtracado, flotacdo e similares.

Em um aspeto adicional, a invencado fornece uma estirpe
probidtica ou uma mistura de estirpes probidéticas de acordo
com a invencgdo para uso como um medicamento. Um sobrenadante
de uma cultura da uma ou mais estirpes de acordo com a

invengdo para uso como um medicamento também é revelado.

Em outro aspeto, a invencado fornece uma composicdo dque
compreende pelo menos uma das estirpes bacterianas da
invencdo. De preferéncia, a composicdo compreende pelo menos
2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5 ou pelo menos 6
das estirpes da invencdo, e em que cada uma das estirpes é
representada na composicdo numa proporg¢adoc a partir de 0,1%
a 99,9%, de preferéncia, a partir de 1% a 99%, com mais
preferéncia, a partir de 10% a 90%. Em outra modalidade, a
composicdo compreende qualquer uma das estirpes bacterianas
da 1invencd&o Jjuntamente com outra estirpe ou mistura de
estirpes e em que cada uma das estirpes é representada na
composicdo numa proporcdo a partir de 0,1% a 99,9%, de
preferéncia, a partir de 1% a 99%, com mais preferéncia, a
partir de 10% a 90%. Uma composicdo que compreende um

sobrenadante de uma cultura de uma ou mais estirpes de acordo
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com a 1invencdo também ¢é descrita. De preferéncia, o
sobrenadante é representado na composicdo numa proporcg¢do a
partir de 0,1% a 99,9%, com mais preferéncia, a partir de 1%

a 99% e, com ainda mais preferéncia, a partir de 10% a 90%.

Em outro aspeto, a 1invencdo fornece uma composicéo
farmacéutica que compreende uma quantidade terapeuticamente
eficaz de pelo menos uma estirpe ou uma composigcdo da
invengdo. A preparacdo farmacéutica pode assumir a forma de
comprimidos, <cépsulas, suspensdes bacterianas liquidas,
suplementos orais secos, suplementos orais humidos,
alimentacdo seca por sonda ou alimentacdo humida por sonda.
De preferéncia, o probidético, a composicdo contendo
probidtico ou contendo sobrenadante e o produto farmacéutico
¢ dirigida para a superficie mucosa oral, géastrica e/ou
intestinal; entretanto, a mesma poderia ser dirigida para a
mucosa nasofaringea, respiratdria, reprodutiva ou glandular,
e/ou para a glandula mamédria e poderia ser administrada a
mulheres e animais por uma via oral, nasal, ocular, retal,

tépica e/ou vaginal.

Em outro aspeto, a invencado fornece uma alimentacdo ou um
produto nutricional gque compreende pelo menos uma estirpe
probidtica de acordo com a invencgdo. Uma alimentacgdo ou um
produto nutricional que compreende pelo menos um
sobrenadante de uma cultura de uma ou mais estirpes de acordo
com a invengdo também é revelada. Exemplos ndo limitativos
de géneros alimenticios adequados gue podem ser usados na
presente invencdo sdo leite, iogurte, queijo, coalhada,
leites fermentados, produtos fermentados a base de leite,
produtos fermentados a base de cereais, produtos fermentados
de carne, outros pds a base de leite ou a base de cereal,

férmula de nutricdo clinica, gelados, sumos, pédo, bolos ou
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doces, formulacgdes de racdo animal, formulacdes de dieta
parcialmente sintéticas ou sintéticas, férmulas para
lactentes, férmulas de nutricdo clinica, granizados,

farinhas, pédo, bolos, doces ou pastilhas elésticas.

A quantidade de dosagem exigida das estirpes probidticas na
composicédo, composicdo alimenticia ou farmacéutica descrita
anteriormente 1irad variar de acordo com a natureza do
disturbio ou o uso proposto da composicdo, se usada de
maneira profildtica ou terapéutica e o tipo de organismo

envolvido.

Qualgquer dosagem adequada dos probidticos ou combinacdes dos
mesmos pode ser usada na presente invencdo desde que o0s
efeitos téxicos nado excedam os efeitos terapéuticos. A
eficdcia terapéutica e toxicidade podem ser determinadas por
procedimentos farmacéuticos padréao com animais
experimentais, como ao calcular a estatistica de ED, (a dose
terapeuticamente eficaz em 50% da populacdo) ou LD (a dose
letal para 50% da populacédo). A razado de dose de efeitos
tdéxicos para terapéuticos no indice terapéutico, que podem
ser expressos como a razdo LD/ED. Entretanto, a atividade
dos novos microrganismos no individuo ¢é naturalmente
dependente de dose. Isto é, guanto mais o0s microrganismos
inovadores sao incorporados por meio de ingestdo ou
administracéo do material alimenticio ou composicédo
farmacéutica acima, maior serd a atividade protetora e/ou
terapéutica dos microrganismos. Visto que os microrganismos
dessa invencdo ndo sdo prejudiciais para a espécie humana e
animais e foram eventualmente isolados do leite materno
humano sauddvel, uma alta quantidade dos mesmos pode ser
incorporada de modo que essencialmente uma alta proporgao da

mucosa do individuo serd colonizada pelos microrganismos
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inovadores. As composicdes que exibem grandes indices
terapéuticos sdo preferidas. Os dados obtidos a partir de
estudos de animais sao usados para formular uma faixa de
dosagem para uso humano ou animal. A dosagem contida em tais
composicbes estd preferivelmente dentro de uma faixa de
concentracgbes circulantes que inclui a ED, com pouca ou
nenhuma toxicidade. A dosagem varia dentro dessa faixa
dependendo da forma de dosagem empregada, da sensibilidade
do paciente, e da via de administracdo. A dosagem exata seré
determinada pelo profissional, devido a fatores relacionados
ao individuo que exigem tratamento. Por exemplo, para
preparar uma composicdo alimenticia de acordo com a presente
invencdo, pelo menos uma das estirpes probidticas da presente
invencado é incorporada num suporte adequado, numa quantidade
de 10° cfu/g a cerca de 102 cfu/g de material de suporte, de
preferéncia, a partir de cerca de 106 cfu/g a cerca de 1021
cfu/g de material de suporte, com mais preferéncia, a partir
de cerca de 10° cfu/g a cerca de 10'° cfu/g de material de

suporte.

No caso de uma composicdo farmacéutica, a dosagem da estirpe
probidtica deve ser a partir de cerca de 10° cfu/g a cerca
de 10!% cfu/g de material de suporte, de preferéncia, a partir
de cerca de 10¢ cfu/g a cerca de 10! cfu/g de material de
suporte, com mais preferéncia, a partir de cerca de 107 cfu/g
a cerca de 10?2 cfu/g de material de suporte. Para o propdsito
da presente invencdo, a abreviacdo cfu deve designar uma
"unidade formadora de coldénias™ que é definida como o numero
de células bacterianas como revelado por contagens

microbioldégicas em placas de &agar.

A dosagem e administracdo sdo ajustadas para fornecer niveis

suficientes da porcdo ativa ou para manter o efeito desejado.
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Os fatores que podem ser levados em consideracao incluem a
gravidade do estado de doencga, a saude geral do individuo,
a idade, peso, e género do individuo, tempo e freguéncia de
administracdo, combinacédo (6es) de farmaco, sensibilidades a
reacdo, e resposta a terapia. As composicgdes de longa acéo
podem ser administradas a cada 3 a 4 dias, a cada semana, ou
quinzenalmente na taxa de meia-vida e depuracao da formulacéao

particular.

Em uma modalidade preferida, a invencgcdo também se refere a
composicdes das estirpes dessa invencéao numa forma
liofilizada, seca por congelamento ou seca, que podem ser
obtidas por qualgquer método convencional conhecido na
técnica.

Uma composicdo, produto farmacéutico, produto alimenticio ou
nutricional em que a estirpe probidética ou a mistura da mesma
estd numa forma parcial ou totalmente inativada também é

revelado.

Muitas pessoas tém uma microflora intestinal perturbada,
isto €, o equilibrio entre bactérias intestinais Uteis e
prejudiciais é perturbado. Inumeros fatores, entre outros,
stress, a presenca de sais biliares, e especialmente dieta,
influéncia da flora bacteriana. Nessas situacdes, O processo
de fermentacédo poderia ser perturbado e o numero de bactérias
Uteis reduzido, com a consequéncia que a mucosa do cdlon é
debilitada e para de funcionar ao mesmo tempo que as
bactérias potencialmente malignas crescem rapidamente em
numero. As estirpes probidticas da invencdo sdo capazes de
prevenir a adesdo de S.aureus a células epiteliais, bem como
de reduzir as taxas de sobrevivéncia de células de S.aureus
e de muitos outros patdgenos. Assim, as estirpes probidticas

da invencgdo sdo particularmente Uteis para o tratamento de
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ditas doencas visto que as mesmas contribuem efetivamente
para a morte dos patdgenos ao mesmo tempo; as mesmas
contribuem para a repopulacdo da superficie da mucosa com a

microflora fisioldgica.

Por esse motivo, um aspeto dessa invencdo & o uso de
probidéticos da invencgdo para a preparacido de uma composicéo
farmacéutica para o tratamento profildtico ou terapéutico de
infecdo crdénica ou aguda, ou infestacdo ou de colonizacéo
microbiana indesejada, de uma superficie mucosa ou qualquer
outro local no corpo humano, em que a infecdo, infestacao ou
colonizacdo é causada por parasitas, bactérias, levedura,
fungos ou virus, afetando qualquer superficie do corpo ou
mucosa, sendo que o dito tratamento terapéutico compreende
a administracdo de uma quantidade eficaz de um probidtico,
ou uma composigdo contendo probidtico, a um individuo em
necessidade do mesmo. Em uma modalidade preferida, a infecéo
ou colonizacdo é causada por parasitas, bactérias, levedura,
fungos ou virus, de qualquer superficie do corpo ou mucosa

num individuo ou animal em necessidade do mesmo.

Os probidticos da invencgdo foram selecionados com base na
sua capacidade de colonizar a gladndula mamadria apds a
ingestdo oral e prevenir a adesdo a células epiteliais e
reduzir a sobrevivéncia de S.aureus. Assim, as estirpes séo
adequadas para o tratamento de mastite. Consequentemente,
num aspeto adicional, a invencédo fornece o uso das estirpes
probidticas das invencgdes para a preparacdo de uma composicéo
farmacéutica para o tratamento ou profilaxia de mastite
infeciosa humana e animal. Esse processo consiste no uso de
estirpes probidticas selecionadas a partir de leite fresco

homélogo e na capacidade dessas estirpes serem transferidas
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para a gléndula mamdria e exercerem seus beneficios, como a

inibig¢do da infecgdo estafilocdcica.

Ademais, as estirpes probidticas da invencdo também se
revelaram ter algumas caracteristicas atribuidas a uma
estirpe probidética potencial, isto é, seguranca e
resisténcia satisfatdéria ao processo de digestdo e a
capacidade de colonizacdo intestinal. Portanto, as estirpes
sdo capazes de alcangar o trato intestinal apds a ingestéo
oral e exercem suas propriedades terapéuticas no mesmo.
Consequentemente, numa modalidade preferida, a invencéao
fornece o uso das estirpes probidticas da invencdo para a
preparacgdo de uma composicdo farmacéutica para o tratamento
de diarreia neonatal.

As estirpes probidticas sdo conhecidas por reduzirem a
producgdo de citocinas prdé-inflamatdrias por macrdfagos
ativados durante disturbios inflamatérios crénicos.
Consequentemente, noutro aspeto, a invencgcdo fornece o uso
das estirpes bacterianas e composicdes da invencdo para a
preparacdao de uma composicgdo farmacéutica para a fabricacéo
de um medicamento para o tratamento de disturbios
inflamatdérios ou autoimunes. Exemplos ndo limitativos de
tais doengas inflamatdrias e autoimunes incluem IBD, colite
ulcerativa, artrite, aterosclerose, esclerose multipla,

psoriase ou sarcoidose.

As estirpes probidticas de acordo com a invencgdo sao capazes
de repopularem a barreira intestinal imune apds a ingestéo
oral e, desse modo, as mesmas também sdo particularmente
adequadas para a melhora da barreira intestinal imune num
individuo ou animal em necessidade do mesmo .
Consequentemente, noutro aspeto, a invencdo fornece o uso de

uma ou mails estirpes probidticas da invencdo para a
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preparacdo de uma composicdo farmacéutica para a preparacao
de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de
reacdes de hipersensibilidade a intoleré&ncia alimentar e
metabdlica como intolerédncia a lactose; de constipacgdo e

outros disturbios gastrointestinais.

Os probidéticos sdo conhecidos por serem Uteis para
neutralizar o cancro devido a seus efeitos na inibicao de
toxinas carcinogénicas nos intestinos como nitrosaminas,
porém também devido ao efeito desses probidéticos na modulacgéo
da resposta imune natural. Consequentemente, num aspeto
adicional, a invencdo fornece o uso das estirpes expressas
nessa 1invenc¢do para a preparacdo de uma composicao
farmacéutica para o tratamento profildtico ou terapéutico de
alguns tipos de cancro e para inibir o crescimento tumoral,
metdstase e cancro em individuo ou animal em necessidade do

mesmo.

As estirpes da invencdo sao capazes de modular a resposta
imune e o equilibrio entre citocinas Thl e Th2.
Consequentemente, num aspeto adicional, a invencao fornece
0 uso da estirpe e composicdes da invencao na fabricacédo de
um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de
disturbios alérgicos, asma e disturbios relacionados ao

desenvolvimento de tolerdncia contra proteinas ingeridas.

Em um aspeto adicional, a invencao fornece o uso das estirpes
e composicbes da invencgdo na fabricacdo de um medicamento
para o tratamento e/ou profilaxia de niveis de imunidade
temporalmente reduzidos em individuos como produzidos
durante o envelhecimento ou em individuos saudéveis que séo
submetidos a esforco intenso ou em geral a um grande esforco

ou stress fisioldgico.
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Em outro aspeto, a invencdo fornece o uso terapéutico da
estirpe probidética e das combinacgdes de estirpes em que a
estirpe ou estirpes sdo administradas via oral, tépica,

nasal, enteral, ocular, urogenital, retal ou vaginal.

Ademais, devido a presenca das estirpes selecionadas no leite
materno, os individuos em necessidade de tratamento poderiam
ser nao sé aqueles que ingerem diretamente as estirpes
selecionadas como também feto ou bebés lactentes.
Consequentemente, ainda num aspeto adicional, a invencao
fornece o uso das estirpes e composicgdes da invengdo na
fabricacdo de um medicamento desenhado para ser administrado
a mulheres lactantes para o tratamento terapéutico ou

profildtico de seu feto e/ou seus bebés lactentes.

Os seguintes métodos e exemplos ilustram a invencdo.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Isolamento de probidticos de leite de mamifero

Amostras de leite fresco (2 ml exceto no caso das cadelas em
que apenas 0,5 ml foil colhido) foram obtidas de 23 mulheres
saudéveis no dia 6-14 apds o parto; 8 porcas no dia 5 apéds
o parto, 9 cadelas no dia 2-10 apds o parto e 4 vacas no dia
2 apds o parto. Nem as mulheres nem o0s animais tiveram
complicagdes durante o parto e nenhuma terapia com
antibidético foi administrada nas Ultimas duas semanas antes
da colheita de amostra de leite. Todas as amostras de leite

foram imediatamente congeladas a —-80°C.
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Para isolar as estirpes Dbacterianas dessas amostras,
diluicgbes em série de 0,1 ml em A&gua de peptona foram
plagueadas em MRS, APT, RCM, 1LM17, GM 17 e placas de 4&gar
Elliker a 37°C tanto em condig¢des aerdbicas como anaerdbicas
durante 24 a 48 horas. Entre as aproximadamente 1200 coldnias
inicialmente obtidas, 120 (10%; incluem representativos das
diferentes morfologias observadas nas placas) foram
selecionadas e subcultivadas em &dgar MRS a 37°C em condicdes
anaerdbicas. Entre essas, foram selecionados ainda 68
isolados com as seguintes caracteristicas: ndo formacdo de
esporo, Dbastonetes Gram positivos catalase e oxidase-

negativos.

Esses 683 isolados selecionados foram adicionalmente
caracterizados tanto fenotipicamente (API CH50, APIZYM e
avaliacdo de resisténcia a antibidtico) como geneticamente
(sequenciamento de 16S rRNA e perfil de RAPD-PCR). Essa
caracterizacao resultou em 59 estirpes bacterianas
diferentes que foram adicionalmente avaliadas através do
processo de triagem descrito nessa invengdo para obter
potenciais candidatos ©probidéticos que sdo capazes de

protecdo contra mastite.

Apds esse processo de triagem, somente 6 estirpes (2 das
mulheres, 2 das cadelas e 2 das porcas) cumpriram todos os
critérios definidos. Outras estirpes de bactérias de 4acido
lactico foram obtidas a partir de outras espécies de
mamiferos, como cabra, ovelha, gato, rato e camundongos,
porém as mesmas ndo tiveram éxito para cumprir todos os
critérios de triagem e por esse motivo as mesmas ndo foram

incluidas nessa invencéo.
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e Bifidobacterium breve as ditas bactérias sao obtidas a
partir de leite humano

e Bifidobacterium breve as ditas bactérias sao obtidas a
partir de leite humano

e Lactobacillus reuteri as ditas bactérias sao obtidas a
partir de leite suino

e Tactobacillus plantarum as ditas bactérias sdo obtidas a
partir de leite suino

e Lactobacillus reuteri as ditas bactérias sao obtidas a
partir de leite canino

e Lactobacillus fermentum as ditas bactérias sédo obtidas a
partir de leite canino

e Lactobacillus salivarius as ditas bactérias s&o obtidas a
partir de leite suino

e Enterococcus hirae as ditas bactérias sdo obtidas a partir
de leite felino

e Enterococcus faecalis as ditas bactérias sdo obtidas a
partir de leite felino

e Lactobacillus plantarum as ditas bactérias sdo obtidas a
partir de leite felino

e Lactobacillus reuteri as ditas bactérias sdo obtidas a

partir de leite canino

Exemplo 2: Caracterizacgdo fisioldgica e genética

Todos esses isolados foram caracterizados de forma
fisioldgica e genética. Para a identificagdo de cada estirpe
probidtica, uma andlise de fermentacdo API 50CH (BioMerieux)
das estirpes a 37°C em condig¢des anaerdbicas durante 24 e 48
horas foi realizada seguindo as instrugdes do fabricante. Os
resultados de 24 horas foram resumidos na Tabela I. Um
substrato fermentdvel positivo é aquele com um valor maior

que 3.
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Devido a baixa especificidade da caracterizacdo de API, a
andlise das sequéncias de 16S rRNA das estirpes bacterianas
selecionadas também foi realizada. A sequéncia de 16S RNA
das bactérias selecionadas e seu perfil de RAPD-PCR séo
mostrados na Figura 1. Os resultados obtidos resultaram na
classificacdo das estirpes bacterianas como indicado acima.
Com essa classificacédo, as estirpes bacterianas da invencéo
foram depositadas de acordo com o Acordo de Budapeste na
CECT -Coleccidén Espafiola de Cultivos Tipo-, Valencia
(Espanha) em 17 de abril de 2007 e concedeu o0s seguintes

numeros de acesso:

e Bifidobacterium breve CECT7263
e Bifidobacterium breve CECT7264
e Lactobacillus reuteri CECT7260
¢ Lactobacillus plantarum CECT7262
e Lactobacillus reuteri CECT7265

e Lactobacillus fermentum CECT7266

As seguintes estirpes bacterianas descritas no presente
documento foram depositadas de acordo com o Acordo de
Budapeste na CECT -Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo-,

Valencia (Espanha) em 30 de maio de 2008

e Tactobacillus salivarius CELA200
e Enterococcus faecalis EFG1
e TLactobacillus plantarum LG14

e Lactobacillus reuteri PDA3

Tabela I: Padrdo de fermentagdo das diferentes estirpes
probidéticas descritas no presente documento que incluem

aquelas da invencdo. Os substratos fermentdveis positivos
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sdo indicados em cinza.

Exemplos Comparativos
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Glicogénio

Xilitol

0 Gentiobiose

D—-Turanose

D-Lixose

D-Tagatose

D-Fucose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

L-Fucose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

D-Arabitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

L-Arabitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Gluconato 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 ceto—
gluconato

5 ceto—
gluconato

Exemplo 3: Triagem seletiva das estirpes

Exemplo 3a: Transferéncia para a gladndula mamdria apds a

ingestédo oral

Uma vez que as estirpes candidatas diferentes foram obtidas
a partir de leite de mamifero conforme indicado nos primeiros
critérios de selecgdo, a etapa seguinte no processo de selecgao
descrito na presente invencdo é que as bactérias devem ser
capazes de serem transferidas para o leite apds a ingestao
oral ou aplicacdo toépica. Para testar essa capacidade, as
estirpes putativas foram geneticamente marcadas como
anteriormente descrito (WO 2004/003235) e oralmente
administradas a ratas prenhes como modelo animal. Os
lactobacilos, bifidobactérias e enterococos totais foram
medidos em amostras de leite e fecails neonatais. Ademais, a
transferéncia especifica de Dbactérias foi analisada por
triagem por PCR das colédnias obtidas a partir do leite de

ratas lactantes e das fezes neonatais.
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Quatro ratas Wistar prenhes foram oralmente inoculadas com
108 cfu de estirpes geneticamente marcadas veiculadas em 0,5
ml de leite a cada dois dias a partir de duas semanas antes
do parto. Apdés o parto, a transferéncia de Dbactérias
geneticamente marcadas para o leite materno foi analisada
por comparacdo das bactérias isoladas das fezes neonatais no
dia 0, 5 e 10 apds o parto. Todas as placas foram incubadas
durante 24 horas a 37°C sob condig¢bdes anaerdbicas. Para cada
amostra obtida, as contagens totais de Dbifidobactérias,
lactobacilos e enterococos foram medidas. Entre as coldnias
que cresceram em placas de MRS, 50 foram aleatoriamente
selecionadas a partir de cada amostra e subcultivadas em
placas de Cm—-MRS. Por fim, as coldénias resistentes a Cm foram
usadas como modelos para detetar as coldénias de marcacgao
genética especificas (Figura 2). A transferéncia foi
considerada positiva quando pelo menos 1% das coldnias

obtidas eram PCR-positivas.

Exemplo 3b: Inibigcdo de sobrevivéncia de Staphylococcus

aureus

As estirpes probidticas dessa invencdo foram analisadas
quanto a sua capacidade de produzir metabdlitos bactericidas
capazes de reduzir a sobrevivéncia de Staphylococcus aureus
utilizando um ensaio de difusdo em pogo de &gar. As placas
de 4agar TSA contendo 10° cfu/ml de S. aureus foram
preparadas. Os pogos com um didmetro de 5 mm foram cortados
no agar utilizando um perfurador estéril. Entdo, 50 Ul de um
sobrenadante 2 vezes concentrado de cada solugao de estirpe
probidética foram adicionados aos pogos e deixados difundir
no &gar durante um periodo de pré-incubacdo de 2 horas a

4°C, seguido por incubacgdo aerdbica das placas a 37°C durante
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16 a 18 horas. Apds o periodo de incubacdo, um halo de
inibigcdo foi observado e medido (em milimetros) para avaliar

o efeito bactericida dos candidatos probidticos (Figura 3A).

Exemplo 3c: Inibigdo de adesdo de Staphylococcus aureus a

células epiteliais

As linhagens de células intestinais Caco-2 foram cultivadas
para confluéncia em pratos de pléastico de 35 mm contendo 2
ml de meio sem antibidticos. No dia 10-14 apds a confluéncia,
1 ml de meio foi substituido por 1 ml de uma suspensdo de
108 Dbactérias probidticas em DMEM. As culturas foram
incubadas 1 hora a 37°C. Apds isso, 1 ml de uma suspensao de
108 bactérias patogénicas (S. aureus) em DMEM foi adicionado
as culturas e incubado durante mais 1 hora a 37°C. As células
foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 70% de metanol
gelado durante 30 minutos. As placas foram secas ao ar e
Gram coradas. As Dbactérias fixadas foram visualizadas
utilizando um microscédpio ético Axiovert 200 (Zeiss) em 1000x
de ampliacdo em imersdao em 6leo. O numero bactérias gram-
negativas em 10 campos aleatorizados foi contado e os
resultados expressos como a média de % de Dbactérias
patogénicas fixadas as células comparado com as culturas de

controlo sem as estirpes probidticas (Figura 3B).

Exemplo 3d: Proteg¢do de mastite

Para avaliar a eficdcia dos candidatos probidticos para
protecdo contra mastite, um modelo de camundongo dessa
patologia foi usado. Em suma, 10 ratas Wistar prenhes por
grupo foram diariamente suplementadas por gavagem oral com
10% cfu/dia de cada estirpe probidtica veiculada em 200 Ml

de leite durante duas semanas apdés o parto. Uma semana apds
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o parto, a infecdo por mastite foi induzida nos animais por
injecdo de 10°% cfu de S. aureus no quarto par de gléndulas
mamadrias. O leite expresso foi colhido nos dias 0, 5 e 10
apds a infecdo para medir a carga bacteriana (Figura 4A); e
5 animais de cada grupo foram sacrificados nos dias 5 e 10
apds a infecdo para obter bidpsias de glandula mamdria para

avaliar o processo inflamatdério por exame histoldgico.

As glandulas inteiras foram fixadas em 5% de formalina e
desidratadas com &lcool e, por fim, incorporadas em parafina.
As seccbOes de tecido foram coradas com hematoxilina-eosina
e examinadas de forma cega (Figura 4B). Para avaliar
qualitativamente as alteracgdes de histologia de gléndulas
mamarias, um valor de 1indice inflamatédrio (IIV) foi

determinado da seguinte maneira:

— Pontuacgdo 0: Sem infiltracao

— Pontuacdo 1: Infiltracdo intersticial de células PMN
moderada em Areas isoladas de secgbdes de tecido, epitélio

tubular intacto

— Pontuacédo 2: Infiltracdo intersticial gue abrange a maioria
dos campos, &reas dispersas de dano tecidual com perda de

estrutura de tecido,

e imagens raras de formacdo de abcessos

— Pontuacdao 3: Infiltracado severa que abrange a maioria dos
campos, A&reas frequentes de dano tecidual com perda de
arquitetura de tecido, e imagens frequentes de formacao de

abcessos.
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Exemplo 4: Potencial probiético das estirpes

As estirpes selecionadas foram adicionalmente analisadas
quanto a caracteristicas diferentes que poderiam aperfeicoar
suas capacidades de atuarem como estirpes probidticas. Os

resultados obtidos sao descritos nos exemplos indicados.

Exemplo 4a: Adesdo a células Caco-2 e HT-29

Para os ensaios de adesdo, as linhagens celulares Caco-2
(ATCC HTB-37) e HT-29 (ATCC HTB-38) foram utilizadas como um
modelo das células do intestino. Ambas as linhagens celulares
apresentaram caracteristicas de células intestinais como
polarizacdo, expressdo de enzimas intestinais, producgdo de

polipeptideos estruturais particulares e mucinas.

As células foram desenvolvidas em frascos de pléastico (75
cm?, Nunc) em DMEM como meio de cultura suplementado com 10%
de FCS inativado, aminodcidos ndo essenciais, 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina, 1 mg/ml de anfotericina. A
cultura foi realizada a 37°C numa atmosfera gque compreende
95% de ar e 5% de Meio CO, foi alterada numa base de dois

dias e as células foram divididas a cada semana.

As linhagens celulares intestinais Caco-2 e HT-29 foram
divididas em pratos de pléstico de 35 mm em um meio de 2 ml
sem antibidéticos até a confluéncia. 10 a 14 dias apds a
confluéncia, 1 ml de meio foi substituido por 1 ml de uma
suspensdo de 108 bactérias em DMEM (PAA). As culturas foram
incubadas durante 1 hora a 37°C. Apds isso, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 70% de metanol
gelado durante 30 minutos. As placas foram secas ao ar e

Gram coradas. As Dbactérias fixadas foram visualizadas
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utilizando um microscédpio ético Axiovert 200 (Zeiss) em 1000x
de ampliacdo em imersdo de 6leo. Vinte campos aleatorizados
foram contados e o0s resultados expressos como a média do
numero de bactérias fixadas as células por campo 6SD (Figura

5) .

Exemplo 4b: Resisténcia a acido e sais biliares

Para analisar a resisténcia das estirpes probidéticas dessa
invencdo a teor de 4acido e alto teor de sais biliares, as
condigdes que essas bactérias 1irdo encontrar durante o
tradnsito digestivo, as bactérias foram cultivadas em meio de
caldo MRS pH 3,0 ou com 2 % de sais biliares (Sigma) durante
90 minutos. A sobrevivéncia foi calculada por plagqueamento
de &dgar MRS de diluicdes em série e comparada com O numero
de coldénias obtidas em condigdes de controlo (caldo MRS pH
5,8). As placas foram cultivadas 24 horas a 36°C em condigdes
anaerdbicas extremas. O experimento foi repetido trés vezes

(Figura 6).

Exemplo 4c: Resisténcia a antibidticos

O uso de antibidticos modernos resulta numa reducdo da
microflora intestinal comensal que, as vezes, esté
relacionada a diarreia e outros disturbios intestinais.
Ademais, essa reducdo na quantidade de bactérias intestinais
poderia ser a consequéncia de bactérias e virus patogénicos
oportunistas infetarem o hospedeiro. O uso de antibidticos
para bloquear a infecdo ndo resolve esse disturbio, porém
complica o mesmo. Em outras situagdes como inflamacéo
intestinal em que probidticos poderiam exercer uma fungao
benéfica, esse potencial efeito é, as vezes, limitado para

a terapia simultédnea com antibidéticos. Por todos esses
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motivos, a selecdo de potenciais estirpes probidticas que
eram capazes de resistir a antibidticos comuns deveria ser

claramente interessante.

Para analisar a resisténcia das estirpes probidéticas dessa
invenc¢do, um ensaio de difusdo em pocgo de &dgar foi utilizado.
Placas de &gar Mileller-Hinton contendo 10°® cfu/ml de cada
estirpe probidtica foram preparadas. Entdo, discos de
antibidéticos comerciais foram adicionados aos pogos e
deixados difundir no &dgar durante um periodo de pré-incubacdao
de 10 minutos a temperatura ambiente, seguido por incubacéo

anaerdbica extrema das placas a 36°C durante 16 a 18 horas.

A resisténcia a antibidticos das estirpes probidticas dessa

invengdo é resumida na Tabela II.

Tabela II: Resisténcia a antibidéticos das diferentes

estirpes probidéticas da invencgédo

Exemplos Comparativos

7263(7264|7260(7262|7265|7266|7413(7412|7409(7411|7410
Penicilina S S R S S R R S S S S
Ampicilina S S R S S R R S S S S
Ciprofloxacina S S S S R S S S S S S
Eritromicina S S S S S S S S S S S
Clindamicina S S S S S S S S S R R
Tetraciclina S S S S 3 3 S S S S R
Vancomicina S S R R R R R R R S S
Gentamicina R R S S R 3 S S S S S
Cloranfenicol S S S 3 3 3 3 S S S S
Rifampicina S S S S S S S S S S R

Exemplo 4d: Produgdo de metabdlitos antimicrobianos
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Foi sugerido que o principal mecanismo usado por probidticos
para controlar o equilibrio entre bactérias intestinais
Uteis e prejudiciais é o intestino. Quando o numero de
bactérias Uteis é reduzido, bactérias oportunistas poderiam
ser excessivamente desenvolvidas e perturbar o bem-estar do
hospedeiro ou ainda induzir uma infecdo. A maioria dos
organismos bacterianos adguiriu caracteristicas ou
mecanismos qgque reduzem as capacidades de crescimento de
outros microrganismos que coabitam com os mesmos e, desse
modo, permitem seu crescimento seletivo. A redugadao de pH
através de producédo de acido por bactérias de &cido lactico
é um desses mecanismos. Ademais, algumas bactérias de &cido
lactico também produzem componentes peptidicos biocativos e
outros metabdlitos que inibem seletivamente o crescimento de
outras bactérias, levedura ou fungos. Esse é o caso de
reuterina (um aldeido) ou bacteriocinas (peptideos, como

nisina ou pediocina PA-1).

As estirpes probidticas dessa invencdo foram analisadas
quanto a sua capacidade de produzir metabdlitos bactericidas
utilizando um ensaio de difus&o em pocgo de &gar. As placas
de &gar TSA contendo 10¢ cfu/ml de estirpes de bactérias
patogénicas diferentes foram preparadas e analisadas como
anteriormente indicado no Exemplo 3b para S. aureus. Os

resultados obtidos foram descritos na Tabela III.
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Exemplo 5: Efeito de estirpes probidéticas sobre a
translocacdo de Salmonella typhimurium em camundongos apds

a imunizagdo com vacina de Salmonella inativada

A translocagdo de Dbactérias gram-negativas através do
epitélio intestinal pode ocorrer especialmente em individuos
apdés a infecdo, doenca ou cirurgia gastrointestinal. Se
deixadas nao tratadas as mesmas podem resultar em
endotoxemia. Nesse exemplo, o efeito de alimentacdo das
estirpes probidéticas dessa invencado sobre a translocacado do

patdgeno intestinal de Salmonella typhimurium foi examinado.

Camundongos Balb/c machos (6 a 8 semanas de idade) foram
diariamente privados de alimentos com 1x10°% cfu em 0,2 ml de
leite ou leite individualmente durante duas semanas. Apds
isso, os camundongos foram ou ndo oralmente imunizados com
uma vacina de Salmonella inativada (10® cfu inativadas com
paraformaldeido em 0,2 ml de leite). Apds a imunizacdo, os
camundongos foram privados de alimentos durante mais duas
semanas com as preparac¢des probidticas em dias alternados
durante mais duas semanas. Duas semanas apds a administracéo
oral, todos os camundongos foram oralmente desafiados com S.
typhimurium vivo (101° cfu em 0,2 ml de leite). Entdo, apds
24 a 48 horas, o nivel de colonizacdo de S. typhimurium no
baco foi determinado em metade dos animais. O restante dos
animais foi acompanhado durante duas semanas adicionails para
avaliar a sobrevivéncia dos animais apds infecdo por

Salmonella.

Os resultados obtidos demonstram gque a maioria dos
probidticos testados potencializa o efeito benéfico da
vacinacdo de camundongos com a vacina de Salmonella inativada

como mostrado na Figura 7.
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Exemplo 6: Efeito de L. plantarum CECT7262 ou L. reuteri
CECT7260 sobre a prevencgdo de diarreia neonatal em leitdes

recém—-nascidos.

O desmame de leitdes de 3 a 4 semanas de idade esté
correlacionado com uma alta taxa de mortalidade naqueles
animais principalmente devido a um aumento na incidéncia de
infecg¢bes diarreicas. Provavelmente, essa alta mortalidade
estd relacionada a uma regulacdo descendente de suas defesas
devido a modificacdo stressante de seu estado nutricional e
gerenciamento e a mudangas importantes na composicdo de sua

microbiota intestinal.

Por esse motivo, 0s camponeses tentaram resolver esse
problema com o uso de varias abordagens como o uso de
antibidéticos, componentes estimulantes de imunidade ou
protetores da mucosa, como colistina ou ZnO. Entretanto, a
proibicdo de EU do uso de antibidéticos para a producdo animal
em 2006 agravou a situacdo. Por esse motivo, o uso de
probidéticos capazes de modular a microbiota intestinal e a

resposta imune aparece como uma potencial alternativa.

O efeito protetor da administracdo de 3 X 10° cfu/dia de L.
reuteri CECT7260 e L. plantarum CECT7262 foi comparado com
a administracdo de uma formulacdo de racdo animal contendo
3000 ppm de Zn0O e 40 ppm de colistina em dois grupos de 48
e 45, respetivamente, leitdes desmamados durante um periodo

de 34 dias.

Em ambos os grupos, nenhum desses animais sofreu de diarreia
nem morreu durante o estudo, e a evolucdo do peso corporal

também era similar entre ambos os tratamentos, sugerindo que
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uma formulacdo de racado animal suplementada com esses
probidticos &, pelo menos, tdo satisfatdria quanto agquelas

contendo antibidéticos e moduladores imunes convencionais.

Exemplo 7: Efeito de bactérias probidéticas sobre citocinas

inflamatdrias e produgdo de IgG

Além da reducdo do risco de infecdo, muitos efeitos clinicos
associados a tratamentos probidéticos se devem a capacidades
imunomoduladoras de estirpes probidticas selecionadas. A
regulacdo da resposta imune é geralmente mediada através de
uma mudang¢a no equilibrio entre citocinas prd-inflamatdrias
(Thl) como TNF-o, citocinas humorais (Th2) como IL-4 ou IL-
13, e citocinas reguladoras (Th3) como IL-10 e TGF-PB.
Ademais, a tendéncia na resposta imune também ird modular a
secrecdo de imunoglobulinas durante a resposta humoral
subsequente. Por esse motivo, o efeito de algumas estirpes
probidéticas dessa invencdo na regulacdo da expressao de

algumas dessas citocinas e IgG também foi testado.

Macréfagos derivados de medula Ossea estimulados com 100
ng/ml de LPS (Sigma) como um modelo celular foram usados.
10° macrdéfagos/poco foram cultivados em placas de pléstico
de 24 pogos (Nunc) com 1 ml de DMEM. Uma vez fixados, o0s
macrdéfagos foram ou ndo estimulados com 100 ng/ml de LPS e
com 107 cfu/ml das estirpes probidticas indicadas durante 12
horas a 37°C numa atmosfera de 5% de CO:;. Os sobrenadantes
foram colhidos e a producgdo de citocinas foi analisada
utilizando um ELISA de TNF-a de camundongo ou IL-10 de
camundongo (Biosource). Os resultados obtidos sdo resumidos

na Figura 8A e B.
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A andlise do efeito das estirpes probidticas dessa invencéo
sobre a producao de imunoglobulina foil realizada utilizando
culturas de linfdécitos obtidas do baco de camundongos Balb/c
machos (6 a 8 semanas de idade). 2x10f% linfdécitos foram
cultivados em 1 ml de DMEM em placas de pléastico de 24 pocos
e estimulados com culturas probidéticas inativadas (108
cfu/ml) na presenca ou auséncia de 25 ug/ml LPS durante 6
dias. A produgdo de IgG por 1linfécitos foi analisada
utilizando um ELISA de IgG de camundongo de Bethyl (Figura
8C) .
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REIVINDICACOES

1. Estirpe probidética caracterizada por ser selecionada a
partir do grupo de Bifidobacterium breve depositado na CECT
sob N° de Acesso 7263, Bifidobacterium breve depositado na
CECT sob N° de Acesso 7264, Lactobacillus reuteri depositado
na CECT sob N° de Acesso 7260, Lactobacillus plantarum
depositado na CECT sob N° de Acesso 7262, Lactobacillus
fermentum na CECT sob N° de Acesso 7265 e Lactobacillus

reuteri depositado na CECT sob N° de Acesso 7266.

2. Estirpe probidética, de acordo com a reivindicacédo 1, ou
uma mistura de estirpes, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizada por serem usadas como um medicamento.

3. Composicdo, produto farmacéutico, alimento ou produto
nutricional caracterizado por compreender pelo menos uma

estirpe probidética, de acordo com a reivindicacédo 1.

4. Composigédo, produto farmacéutico, alimento ou produto
nutricional, conforme definido na reivindicacéo 3,
caracterizado por estar em uma forma congelada, liofilizada

ou seca.

5. Uso de wuma estirpe probidtica, de acordo com a
reivindicacdo 1, ou uma mistura da mesma para a fabricacéo
de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de uma
infecdo ou infestacdo crénica ou aguda, ou de uma colonizacéo
microbiana indesejada, caracterizado por a infecéo,
infestacdo ou colonizagdo ser causada por ©parasitas,
bactérias, levedura, fungos ou virus que afetam qualquer
superficie do corpo ou mucosa em um individuo ou animal em

necessidade do mesmo.



6. Uso, de acordo com a reivindicacédo 5, caracterizado por

a infec&o ser mastite.

7. Uso, de acordo com a reivindicacgao 5, caracterizado por

a infecdo ser diarreia neonatal.

8. Uso de uma estirpe probidtica, de acordo com a
reivindicacao 1, ou uma mistura da mesma, caracterizado por
a fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou
profilaxia de reacdes de hipersensibilidade a alimentos e
intolerédncia metabdlica; de constipacdo e outros disturbios
gastrointestinais; de disturbios inflamatdérios ou autoimunes
selecionados a partir do grupo de IBD, colite ulcerativa,
artrite, aterosclerose, esclerose multipla, psoriase ou
sarcoidose; e de crescimento tumoral, metdstase e cancro em

um individuo ou animal em necessidade do mesmo.

9. Uso de uma estirpe probidética, de acordo com a
reivindicacdo 1, ou uma mistura da mesma, caracterizado por
a fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou
profilaxia de distirbios alérgicos e asma em um individuo ou

animal em necessidade do mesmo.

10. Uso, de acordo com a reivindicacdo 5 a 9, caracterizado
por a estirpe ou composigcdoc ser administrada por via oral,
tdpica, nasal, enteral, ocular, urogenital, retal ou

vaginal.

11. Uso, de acordo com a reivindicacdo 5 e 7, caracterizado
por a estirpe, composicdo, produto farmacéutico, alimento ou
produto nutricional ser projetado para ser administrado a

mulheres ou animais lactantes para o tratamento terapéutico



ou profildtico dos fetos e/ou seus bebés ou filhotes

lactentes.

Lisboa,
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Bifidobacterion brove {UECY sob 7 ds Avasso BT 1280

TCENGTHRNEAACHACR A TAARCALH T RAGTRCUTTEUICTCTRATARAAGA
SOTTTACAACCCECARSERCTCORTNCOTCACHCRGUBILEITRCATICAE
SUTTECRCCURAT IGATUUAR TAT T COCANTY GO IGLCTCCOGATANGART
CTCESCISTATCTCASTRCIRATE TERCORETORCNCTTTTRLBGUCGHE
TACCORTCRRAGCTATCATHGGUOSTIARCOCELUATUAAGUTGATAGGA
COCRATCOIRTCCCATOIGUAARSEUT TN CURACACALCATRCEGTRT
SRISGACCATECOBOATTACCACCCEPTYCOABGASITAT IV CRG TRCAT
GEGERAGETIGETCRCEERAT AN TRRCCORY TERCUROCTCTCACTRETAR
SEARAGCOCGATSRATOLCORTICGACTIGCATGIGY TARGCACGRLGECA
GCEPTRRATUCTCRSCURGERATCARRITICTAA

Bifidobarrerhuny brave {CECT sob N de Roosse NP 7284

THORQGANGAAGARATAAAARAARGTOROTTGRINUTRAAT AR AAGABGYY
TRCARCLCEAARGCOTICRTRCCQICACGRGERGTCRCATGORTCAGRETT
QUG CA T T T ONAR TAT TN CCCRATTRC TS TR C U S TANS R T T GRG
CETATUTNANTOOUARTETEHQCRGTCAUCUTIOINAGRCOSRCTAIRCEY
CEARRICATGR IGEEICET TACCLCHCOR TUARGU TR T A ATGUGRAL
CCCATCOCATEONGQARASRUIITCACARCACACCATBCRGTETRATGRA
SUATCCHEGCATTACTALCCRT T IEUAGGAGCTATIUCCGHRTIGRATEGRGCA
GRICHGTRADGCATTACTRACQLGTI OGO ALTI TRARLACUACECAMAR
CEOGRTGEAIUCEETTICGACTIGOUAT GIGT TARGUACHOQEBACHEUGRTIC
NICCHRRAACAGGATIARACICTARS

Lavtobaoites routert CECT 50b B dr Atesso O 7260

GORTGRONIARCOETOACTOUGEAATIAGY TACTCTCARGUALGTTOTIC TUC ARCARLS
SAGCTITTACRAGOOCGRAACCUITOTICACTCACGUGHTQRUITGCTCORTRAGRGRTTIRCRC
CLRTTETGEAAGATICLCTACTOCTGRCTIUCOGTRAGRGRGT A TGEROCHETIRYCICRETY

CATTRTESCUSATCACTOTU TCRANTUSRUTATRCATEATCERCT DT ARFCCETTAL
CTTARCCRACTAGCTRA TEUALCECASGTCOATACLAGRAGIGATAGCORARGCCRTOTTY
CRERCARAASTCATETSEIT T TR T TS I TR T GRGE TAT TARIRNC TG TETNCARATGEY
ATCCUCTRCTOOGEURGIAGRTTRCCTACG TETYACTCAQCOSTUORCORCTCACTIRGIG
ATCOATEETURATORGETGURAGCACTAT AR LA T IRCEOIAG TG TRIGRET TGN
ATHTATTRGECACARCELORGUETTCATCUTOAGHTAGSATCHARACTOTAR

Lavtoducilius plonioram CECT sed D deAcasso ROFHH

SECOTGEEAARCCEETCATACOTGEAACAGRYTACCTCTICACATATRATTOTICTITAA
CRACAGRGT T I TACGROOCARALCUT TUTICRCTCATGIGRCRT TRC T CURTCAGALY
TICETCOAT IS TSGARGATICCUTACTGUIGRCRCCCE TAGGAGTITGRGRCRTIRICEC
AGTCCCAR TR TGICUGAT T RCOUTUT ARG TCREC TRCETATEAT TRUCATRGIGALCS
GITACCTCACCATUYAGC DAATACECCGUEHGACCATRL ASAJAGTCATAGCIGRARLCA
I T AR ACTUGRANCATOUGETCUAAGTIGTY TATOUGR TATTAGCATCTCITITCCAG
STGTIRTCOCCLRCTTCTERGLAGRITIOCRACGTGTYACTOACCART TCHBCRASTICAC
TORANTRTAA T TUATCATEIRARCACTRATCAT TR CAGRBTICHT TUGACTIGCATGY
ATTARGCHRUCEUCAGCHRTTCEFTCCTGAGRCRAGRATOAARACTTTA

Figura IA
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Lactobacilive fermesttar 0T sob N de Anesso B 7288

TACACGATATGARCAGNTTACCICICATACGRIGNT TCY IO T I TAACRATAGAGRTTTA
CRABCCARAACRCTINT CCACTCACRUGHTRITECTCRATCAGHOTTECECRCATIETE
CAAGRTITCLCTARTROTARCTOR OO TARCAGTAT RERCRGTEICTRRSTCOCATIGYGS
COGATCARTUTNTCRACTCHEUTATHCATCRTCECLT TG TAGGUCETTACCCIALCRA
AAGCTRATERARCECAGHTOCATCCAGRAGTGRATAGCOAGRRAGCOATCTTITRAGCRY
SYTCRTGCHERRCAANGHTETTATRGETATTAGCA TG T TICCRAATGTIGTICOCLE
T TCTGERCAGHRTTACCTACETE T TACTCAQCUHTCCGECACTOLTTORCGATCRAAN
CRATCAGETRURASCACCATCARTCAAT TREGLCARCBCETICGRCTTIRCATGTATTA
GECACRECRCCGECHTTCATCCTGRGUCASCATCAMANTOTAS
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Figua iB
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Figura 1C
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Figura 10
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