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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "COMPOSI-
QC)ES COMPREENDENDO UMA OU MAIS CEPAS DE BIFIDOBACTE-
RIUM E SEUS USOS".

Campo da Invencao

A presente invencgéo refere-se as novas cepas de Bifidobacte-
rium possuindo a capacidade de produzir glutamina e opcionalmente argini-
na in vivo.

Antecedentes da Invencao

Glutamina é o aminoacido mais abundante no corpo. Ela € um
“"transportadora bidirecional de nitrogénio" entre os tecidos e um combustivel
para os enterdécitos, colondcitos, linfocitos e células proliferativas. A funcao
do intestino é prejudicada nos pacientes com deficiéncia de glutamina, espe-
cificamente devido a perda da protecdo contra translocacdo das bactérias
e/ou endotoxina do limen do intestino para a circulagdo portal. O esgota-
mento de glutamina ocorre em pacientes gravemente doentes e prejudica-
dos, e pode contribuir para a alta taxa de infec¢cdo e esgotamento muscular.

A administracdo enteral de glutamina conferiu efeitos benéficos
a saude em pacientes com diferentes indicacdes. Nos pacientes de unidade
de tratamento intensivo com disfungdo mdltipla dos érgaos, a administracédo
de glutamina diminuiu as complica¢des infecciosas nos pacientes (Houdijk e
outros, Lancet, 352: 772-776, 1998). Efeitos semelhantes foram observados
em pacientes que sofrem transplante da medula 6ssea recebendo nutricdo
parenteral suplementada com glutamina (Ziegler e outros, Annals Internal
Medicine, 116: 821-828, 1992). Outro exemplo é o de pacientes com sin-
drome de intestino curto, que tinham um aperfeicoamento substancial de sua
capacidade de absorcao apds suplementacdo com glutamina (Byrne e ou-
tros, Annals of Surgery, 222: 243-255, 1995). A suplementac¢é&o oral com glu-
tamina durante e apdés a quimioterapia também mostrou reduzir significati-
vamente a duracdo e a gravidade da estomatite associada a quimioterapia.
Foi concluido que a glutamina oral pareceu ser uma medida simples e (util
para aumentar o conforto de muitos pacientes com alto risco de desenvolve-

rem Ulceras na boca como consequéncia da quimioterapia intensiva contra o
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cancer (Anderson e outros, Cancer 1998; 83: 1433-9). A suplementagdo nu-
tricia de glutamina apés exercicio intenso também diminuiu a incidéncia de
infecgdes, especificamente de infecgdes do trato respiratorio superior (Cas-
tell, Amino acids 2001; 20(1): 49-61). Contudo, o efeito preciso de glutamina
na imunodepress&o ainda nao foi estabelecido.

Uma dificuldade técnica maior com a glutamina é que, durante o
processangento e armazenamento da glutamina, ela ¢ facilmente convertida
em acido glutdmico (glutamato), isto é, a glutamina € um composto relativa-
mente instavel que é dificil de ser incorporado as formulas destinadas a ad-
ministragéo oral. Adicionalmente, a glutamina administrada oralmente sera, a
um alto grau, no ambiente acido do estémago, convertida em acido glutdmi-
co e nunca alcangara o intestino e sera absorvida como glutamina.

A arginina melhora a fung&o imune e promove a cura de feridas.
A administragéb de arginina tem sido usada em pacientes no pés-operatdrio

e em pacientes com cuidado intensivo. Na maior parte dos estudos clinicos,

"a arginina foi administrada em conjunto com outras substancias, tais como,

RNA e dleo de peixe. Existem indicagbes de que a administragdo de arginina
modula a resposta imune pos-operatéria. Daly, John E. e outros, Surgery
112: 55-67, 1992 mostra que a nutrigdo enteral com arginina suplementar,
RNA e acidos graxos dmega-3 em pacientes apds operagéo aperfeicoa a
defesa imune através de mecanismos diferentes. A arginina reduz complica-
¢bes em pacientes sofrendo quimiorradi'agéo e cirurgia (Tepaske e outros,
2001: Lancet 358: 696- 701), e reduz o tempo de estadia dos pacientes na
unidade de tratamento intensivo (Bauer e outros, 1995, Critical Case Medici-
ne 23:436-449).

Uma sobrevivéncia aumentada poderia ser observada em ani-
mais alimentados com uma dieta suplementada com arginina. Contagens de
coldnia quantitativas e a porcentagem calculada de bactérias vidveis rema-
nescentes mostrou que a capacidade de exterminar os organismos translo-
cados foi significativamente methorada em animais que receberam arginina
(Adawi, D. e outros, 1897, Hepatology 25: 642-647).

Cepas de Bifidobacterium spp., isto &, as bifido-bactérias, estéo
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freqlientemente presentes em numeros altos no cdlon dos seres humanos,
especialmente nos bebés que s&o alimentados no peito. As bactérias da Bi-
fidobacterium spp. estéo relacionédas aos probitticos, isto é, bactérias vivas
que, quando da ingestéo, promovem efeitos benéficos a salde do hospedei-
ro. Numeros altos de Bifidobacterium spp. no célon foram reivindicados co-
mo possuindo efeitos benéficos a satde. Contudo, o curso de agéo dos efei-
tos benéficos é amplamente desconhecido.
Técnica Anterior

Matieuzzi e outros [Ann. Microbiol. (Inst. Pasteur) 1978; 129

B,175-181] investigaram um grande nimero de bifido-bactérias de diferentes

habitats quanto a sua capacidade de liberar aminoacidos livres nos caldos
de cultura. Os dados obtidos indicaram que varias espécies de bifido-
bactérias eram capazes de sintetizar todo o aminoacido necessario para o
desenvolvimento e também para liberagdo dos compostos nos éaldos de
cultura, Foi verificado que B. thermophilum, B. bifidum e B. adolescentis s&o
os melhores produtores e os aminodcidos mais geraimente encontrados nos
caldos de cultura eram principalmente alanina, valina e &cido aspartico. Foi
também especulado que Bifidobacterium spp. desempenha um papel no me-
tabolismo do aminoécido do trato gastrointestinal. '

O WO 01/83700 (Universidade de Maryland) descreve uma com-
posicio e processo para tratamento e prevengéo de lesé@o gastrointestinal,
enterocolite necrosante neonatal (NEC) e septicemia bacteriana. A composi-
¢édo inclui uma combinagéc de bactérias Gram (+), especificamente, Laclo-
bacillus e Bifidobacterium e glutamina e seria administrada oralmente ou na-
so-oralmente. Diz-se que a composigéo blogueia a translocagéo dos agentes
bacterianos, tais como, bactérias Gram (-).

A glutamina administrada intravenosamente & muito eficiente,
porém cara e complicada. Um modo melhor de administrar a glutamina seria
naturalmente, o uso de uma cepa bacteriana possuindo a capacidade de
produzir quantidades substanciais de glutamina nos intestinos. Até agorsa,
contudo, nenhuma de tais cepas foi descrita.

Sumadrio da Invencéo
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Foi verificado, surpreendentemente, que cepas especificas de

Bifidobacterium sdo capazes de produzir glutamina em um meio de cresci-

. mento mimetizando o ambiente no colon humano. As ditas cepas podem

assim ser usadas para produzir glutamina in vivo, apés administragdo oral ou
enteral a um mamifero, especialmente um ser humano. Algumas cepas s&0
também capazes de produzir arginina.

4 B
Breve Descricéio dos Desenhos

A figura 1 € uma representagéo esquematica do padréo életrofo-
rético obtido com polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo
(RFLP) para as cepas CURE 19, CURE 21, CURE 26, CURE 28, e CURE 29
obtidas por clivagem de DNA cromossdmico com EcoR! e Hind Hll, respecti-
vamente, seguido por hibridizagéo com uma sonda de fragmento de 420 pb
marcada com DIG (posicéo 506 a 926, numeragéo de E.coli) do gene de 16S
rRNA de L.casei subesp. pseudoplantarum DSM 20008 usando hibridizagdo
Southern Blot. Marcador de DNA de Peso Molecular Marcado Dig VI (Roche)
e marcador de DNA de peso molecular VI (Roche) foram usados como pa-
dréo.

A figura 2 mostra uma fotografia de fragmentos de DNA separa-
dos obtidos por clivagem de DNA cromossdmico das cepas CURE 19 (raia
1), CURE 29 (raia 2) e CURE 28 (raia 3) com a enzima de restricéo EcoRl
(Andlise de endonuclease de restrigdo, REA). Marcador de DNA de peso
molecular alto (BRL) marcador de DNA de peso molecular VI (Roche) foram
usados como padrio (raia 4).

A figura 3 mostra uma fotografia de fragmentos de DNA separa-
dos obtidos por clivagem de DNA cromossdmico das cepas CURE 19 (raia
2), CURE 28 (raia 3) e CURE 29 (raia 4) com a enzima de restri¢do Hind /il.
Marcador de DNA de peso molecular alto (BRL) marcador de DNA de. peso
molecular VI (Roche) foram usados como padréo (raias 1 € 5).

A figura 4 mostra uma fotografia de fragmentos de DNA separa-
dos obtidos por clivagem de DNA cromossémico das cepas CURE 21 (raia
1) e CURE 26 (raia 2) com enzima de restricdo EcoRI. Marcador de DNA de
peso molecular alto (MD, USA) marcador de DNA de peso molecular Vi (Ro-
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che) foram usados como padréo (raia 3).

A figura 5 mostra uma fotografia de fragmentos de DNA separa-
dos obtidos por clivagem de DNA cromossomico das cepas CURE 21 (raia
2) e CURE 26 (raia 3) com a enzima de restrigéo Hind IIl. Marcador de DNA
de peso molecular alto (MD, USA) marcador de DNA de peso molecular VI
(Roche) foram usados como padréo (raias 1 e 4).

Figura 6. indice de atividade de doenga nos dias 4, 5, 6 e 7.~
indica p < 0,05 em comparagdo ao controle de colite, X indica p< 0,05 em
comparacéo a L. gasseri, # indica p<0,05 em comparagéo a L. paracasie.

Descricéo da Invengéo

A invengio refere-se a uma cepa de Bifidobacterium possuindo
a capacidade de sobreviver no trato intestinal e produzir glutamina in vivo.
De modo especial, a glutamina é produzida no colon humano. A sobrevivén-
cia neste contexto significa que as cepas bacterianas foram isoladas em di-
ferentes ocasides de amostragem nas fezes de um individuo. Assim, as bac-
térias obviamente cresceram e sobreviveram em seu hospedeiro por um
tempo. As cepas bifido-bacterianas da invengdo ndo podem desenvolver-se
em meio nutriente possuindo um pH abaixo de 7, especialmente 5,5-6,5. A-
gar Rogosa é um exemplo de tal meio, o outro é MRS.

De acordo com um aspecto preferido, as novas cepas tambem
possuem a capacidade de assimilar amonia.

A invengdo refere-se especialmente as cepas pertencentes as
espécie Bifidobacterium infantis.

De acordo com um aspecto especifico, a invengdo também refe-
re-se a uma cepa de Bifidobacterium que possui os genes 165 rRNA locali-
zados nos fragmentos simples de DNA com tamanhos moleculares de cerca
de 2.840 kb, obtidos por clivagem de DNA cromossfmico com Hind I, se-
guido por separagdo dos fragmentos por eletroforese de gel agarose, e por
hibridizagéo com uma sonda de fragmento de 420 pb marcada DIG (posi-
coes 506 a 926, numeragdo E.coli) do gene 165 rRNA de L.casei subesp.
pseudoplantarum DSM 20008 usando hibridizagéio Southern blot. Tais cepas

sd0, por exemplo, as cepas depositadas no Deutsche Sammlung von Mikro-
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organismen und Zellkulturen GmbH em 23 de agosto de 2002, Bifidobacteri-
um infantis CURE 19 (DSM 15158); Bifidobacterium infantis CURE 21 (DSM
15159); Bifidobacterium infantis CURE 26 (DSM 15160); Bifidobacterium in-
fantis CURE 28 (DSM 15161); Bifidobacterium infantis CURE 29 (DSM
15162).

De acordo com outro aspecto, a invengdo também refere-se a
uma cepa‘ de Bifidobacterium que possui os genes 16S rRNA localizados
nos fragmentos de DNA simples com pesos moleculares de cerca de 895 kb,
obtidos por clivagem de DNA cromossdmico com EcoRl, seguido por sepa-
ragédo dos fragmentos por eletroforesé de gel agarose e por hibridizagdo com
uma sonda de fragmento de 420 pb marcada DIG (posi¢bes 506 a 926, nu-
meracdo E.coli) do gene 16S rRNA de L.casei subesp. pseudoplantarum
DSM 20008 usando hibridizagdo Southern blot. De acordo com um aspecto
preferido, a ceba & capaz de produzir glutamina sem reduzir o acido glutami-
co. ‘

A invengdo refere-se, especialmente, as cepas de Bifidobacteri-
um infantis CURE 21 e Bifidobacterium infantis CURE 26, que foram deposi-
tadas no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
em 23 de agosto de 2002 e receberdo numeros de cessdo DSM 15159 e
DSM 15160, respectivamente ou variagbes dos mesmos. As ditas cepas séo
capazes de produzir glutamina sem reduzir o acido glutamico.

De acordo com outro aspecio a invencdo também refere-se a
uma cepa de Bifidobacterium que possui os genes 16S rRNA localizados em
fragmentos de DNA simples com tamanhos moleculares de cerca de 3.420
kb, obtidos por clivagem de DNA cromossomico com EcoRI, seguido por
separagado dos fragmentos por eletroforese de gel agarose e por hibridizagéo
com uma sonda de fragmento de 420 pb marcada DIG (posi¢ao 506 a 926,
numeragio E.coli) do gene 16S rRNA de L.casei subesp. pseudoplantarum
DSM 20008 usando hibridizagdo Southern Blot. De acordo com um aspecto
preferido, a dita cepa possui a capacidade de produzir arginina.

A invencdo também refere-se, especialmente, as cepas que se

seguem, que também foram depositadas no Deutsche Sammilung von Mi-
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kroorganismen und Zellkulturen GmbH em 23 de agosto de 2002 e recebe-
ram um numero de depodsito, isto é Bifidobacterium infantis CURE 19, DSM
15158, Bifidobacterium infantis CURE 28, DSM 15161 e Bifidobacterium in-
fantis CURE 29, DSM 15162, e as variantes dos mesmos. As ditaé cepas
s&o capazes de produzir além de glutamina, tambem arginina.

As novas cepas também foram isoladas das fezes de uma crian-
¢a e selecionadas por cultura em agar a um pH abaixo de 7. As cepas foram
subseqlientemente caracterizadas por ribotipagem e REA.

Outro objetivo da invengéo € uma composigdo compreendendo
uma ou mais cepas de Bifidobacterium da invengado, em combinagdo com
um veiculo. Exemplos de veiculos sdo mingau de farinha de aveia, alimentos
fermentados com édcido lactico, inulina, lactulose, frutooligossacarideos, ami-
do resistente, B-glucanos e goma guar. A fim de aperfeicoar a proliferagdo
das bifidobactérias e aumentar a produgdo de glutamina e arginina, respecti-
vaménte, além de melhorar a assimilagdo de aménia no colon, as firas de
dieta seriam adicionadas & composigao. As fibras de dieta s&o por exemplo,
inutina, frutooligossacarideos, maltodextrinas, B-glucanos e goma gUar_. A
invengdo também refere-se a uma composigéo, conforme descrita, compre-
endendo além disso fibras de dieta.

As composicdes da inveng&o, tais como, suspensdes, comprimi-

dos, capsulas, pés, podem ser administradas oralmente. Elas também po-

dem ser administradas como um enema.

A composicéo da invengdo pode ser uma composicéo alimenti-
cia onde o veiculo é um produto alimenticio. As cepés de Bifidobacterium
que produzem glutamina podem ser administradas a uma crianga jovem,
pessoas idosas, atletas e consumidores comuns que desejam manter a for-
ma para aperfeicoar a fungdo muscular e evitar imunodepressdo seguido
aos exercicios. As cepas de Bifidobacterium que produzem arginina podem
ser administradas aos consumidores comuns que desejam manter a forma e
evitar influéncia negativa na fungéo imune.

A composicao da invengdo pode ser uma composicao farmacéu-

tica, onde o veiculo & um veiculo terapeuticamente aceitavel. As cepas que

¥
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produzem glutamina, bem como as cepas que produzem arginina podem,
além disso, ser usadas nas formulas para alimentag&o enteral.

As cepas de Bifidobacterium assimilando aménia da invengéo
podem ser administradas aos pacientes com faléncia renal temporaria, tal
com visto em pacientes com cuidado intensivo apos cirurgia e complicagbes
ou apos outras doengas, tais como, infecgBes graves, intoxicagbes. Em tais
¢asos, a fll.lngéo renal pode retornar € um tratamento direcionado para redu-
zir a carga de nitrogénio do intestino pode evitar a necessidade de dialise.
As cepas de assimilagdo de aménia podem ser administradas aos pacientes
com faléncia hepética e encefalopatia, por exemplo, na hepatite ou intoxica-
&0 ou apos abuso de dlcool. Uma absorgao reduzida de substancias nitro-
genosas do intestino nessas situagoes, melhorara a encefalopatia e fungéo
hepatica. As cepas de Bifidobacterium assimilando aménia podem ser admi-
nistradas a um‘a crianga jovem, pessoas idosas ou consumidores com doen-
gas subjacentes que dificultam sua capacidade hepatica para a conversao
de amonia em uréia ou possuindo absorgdo aumentada de nitrogénio do in-
testino, por exemplo, pacientes com faléncia renal cronica ou hepatica de
grau pequeno a moderado, que ainda néo precisam de transplante ou didli-
se.

De acordo com um aspecto especial, a composigédo da invengéo
também compreende uma ou mais cepas Lactobacillus.

Além dos efeitos benéficos & saude opcionais dos lactobacilos
propriamente, as ditas bactérias podem proteger as bifidobactérias da influ-
éncia prejudicial do oxigénio.

De acordo com outro aspecto, a invengéo refere-se a uma ou
mais cepas pertencendo a espécie Bifidobacterium infantis para uso em te-
rapia.

A invengao refere-se ao uso de uma ou mais das cepas de Bifi-
dobacterium infantis CURE 19, DSM 15168; Bifidobacterium infantis CURE
21, DSM 15159; Bifidobacterium infantis CURE 26, DSM 15160; Bifidobacte-
rium infantis CURE 28, DSM 15161; Bifidobacterium infantis CURE 29, DSM

15162; ou uma variante das mesmas, para preparagao de um medicamento
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para tratamento em pacientes em cuidado intensivo com disfungdo multipla
dos érgéos e faléncia intestinal, para profilaxia em ‘pacientes de quimiotera-
pia e pacientes com doengas inflamatérias e administraggo pos-operatéria
apos uma cirurgia maior.

Experimentacio

Todas as cepas foram isoladas das fezes de criangas jovens,
envelhecidas por uma semana a um ano. As amostras de fezes foram dilui-

das em série em uma solucdo de diluigéo (0,9% [pesofvolume] NaCl, 0,1%

~ [pesolvolume] peptona, 0,1% [peso/volume] Tween 80, 0,02% [peso/volume] |

cisteina-HCI) e dispersas em placas com agar Rogosa. Os isolados foram
selecionados com relagdo a sua capacidade de crescimento em agar Rogo-
sa, pH 5,4, e isclamento repétido de um individuo. Os isolados foram coleta-
dos de placas agar Rogosa apds incubag&o a 37°C por 72 horas. Eles foram
identificados ao nivel do género por PCR especifica para género (Roy e ou-
tros, 2000: FEMS Microbiological Letters 191: 17-24) e ao nivel de espécies
por sequenciamento de 168 rDNA (Pettersson e outros, 2002; Systematic
and Applied Microbiology 23: 332-336). As cepas seriam isoladas pelo me-
nos duas vezes do mesmo individuo com uma a quatro semanas entre as
amostragens, 0 que indica fortemente que as cepas tinham uma determina-
da capacidade de colonizar o trato gastrointestinal. As cepas foram identifi-
cadas por ribotipagem, isto é, polimorfismo do comprimento do fragmento de
restrigao, (RFLP) do gene 16S rRNA e por REA, que é a Analise de Endonu-
clease de Restrig&o.

As cepas que se seguem foram isoladas: '

1) Bifidobacterium infantis CURE 19; capaz de desenvolver-se
em agar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia ac mesmo grau,
cheiro "acido" apds fermentagéo.

2) Bifidobacterium CURE 20; capaz de desenvolver-se em agar
Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia ao mesmo grau, cheiro
"acido" apds fermentagio.

3) Bifidobacterium infantis CURE 21; capaz de desenvolver-se

em &gar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia ao mesmo grau,
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cheiro "4cido" ap6s fermentacéo.

4) Bifidobacterium CURE 22; capaz de desenvolver-se em agar
Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia ao mesmo grau, cheiro
"agradavel" apos fermentag&o.

5) Bifidobacterium CURE 23; capaz de desenvolver-se em agar

Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia ac mesmo grau, cheiro
“agradavel" ap6és fermentagao

6) Bifidobacterium infantis CURE 24; capaz de desenvolver-se
em agar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia a0 mesmo grau,
cheiro "agradavel" apds fermentagao

7) Bifidobacterium CURE 25; capaz de desenvolver-se em agar
Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia.

8) Bifidobacterium infantis CURE 26; capaz de desenvolver-se
em agar Rogoéa e de fermentar mingau de farinha de aveia. '

9) Bifidobacterium dentium CURE 27; capaz de desenvolver-se
em agar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia.

10) Bifidobacterium infantis CURE 28; capaz de desenvolver-se
em agar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia.

11) Bifidobacterium infantis CURE 29; capaz de desenvolver-se
em agar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia.

12) Bifidobacterium infantis CURE 30; capaz de desenvolver-se
em agar Rogosa e de fermentar mingau de farinha de aveia.

Producéo de Glutamina

As cepas isoladas 1-12 foram testadas quanto & produgao de
glutamina em caldo pelo procedimento que se segue.

As cepas de teste foram cultivadas a 37°C por 4 dias em meio
de desenvolvimento (caldo) modificade do meio descrito por Matteuzzi e ou-
tros (Ann. Microbil. (Inst. Pasteur, 1978,129B : 175-181). O caldo era com-
posto de: acetato de sédio, 10 g/L; acido ascorbico, 10 g/L; sulfato de amd-
nio ((NH4)2S04), 5 g/L; hidrogeno fosfato de dipotassio hidrogénio (KzHPQy),
3 g/L; dihidrogeno fosfato de potéssio (KH2PO4), 3 g/L; MgS0., x 7H20, 0,32
g/l.; FeSO, x 7H20, 0,01 g/L; MnSO4H;0, 0,007 giL; NaCl, 0,01 g/L ; extrato
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de levedura, 0,5 g/L; glicose, 20 g/L; Tween 80, 1 mL/L. O pH foi ajustado
com 1 M NaOH para 6,18-6,24 antes da etapa na autoclave.

A concentragdo de glutamina no caldo foi medida antes da ino-
culagsio com bactérias e apos o desenvolvimento da cepa de teste.-Ap()s o
desenvolvimento, a cultura foi centrifugada e filtrada em esterilizagéo e o
sobrenadante isento de célula subseqiientemente congelou a -80°C. Os a-
minoacidos foram analisados em um analisé'dor automatico (Biochrom 20,

Pharmacia Biotech) apds adigéo do acido sulfossalicilico e ajuste de pH com

" hidroxido de litio.

O aumento na concentragdo de giutamina e &cido glutamico no
caldo, apos o desenvolvimento de cepas de teste diferentes é mostrado na
Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Concentracdo aumentada de glutamina e redugéo/producgo de

acido glutdmico no caldo de cultura, apés desenvolvimento das cepas de

Bifidobacterium testadas.

Cepa de teste Glutamina Acido glutamico [re-

{umol/L) dugdo (R), produgéo
(P) em umol/L]

B. infantis CURE 19 53 (29-67)* R

Bifidobacterium CURE 20 4,2 (3,5-4,8)§ R

B. infantis CURE 21 37 (36 - 38)* P 37 (31-41)

Bifidobacterium CURE 22 16 (14-18)% R

Bifidobacterium CURE 23 8,9 (8,1-9,6)§ R

B. infantis CURE 24 3,0(0-59)8 R

B. infantis CURE 25 35 R

B. infantis CURE 26 36 P60

B. dentium CURE 27 7.4 R

B. infantis CURE 28 35 R

B. infantis CURE 29 28 R

B. infantis CURE 30 37 R

* O valor médio de trés amostras derivadas de trés culturas se-

paradas.
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$ O valor médio de duas amostras derivadas de duas culturas
separadas.

Todas as cepas de teste produziram alguma giutamina, porém
apenas sete das 12 cepas testadas tinham uma produg&o relativamente aita
de glutamina (>20 pmol/L). Para todas, exceto duas cepas (CURE 21 e CU-
RE 26) o aumento na glutamina ocorreu juntamente com uma redugéo forte
do acido g?utémico no meio. O meio ao qual nenhuma bactéria foi adicionada
tinha uma concentragdo de partida média de acido glutdmico de 223 umolil,
enquanto o teor de glutamina era zero. As trés cepas CURE 20, CURE 23 e
CURE 24 consumiram todo o acido glutdmico disponivel no meio, enquanto
CURE 28 diminuiu a concentrégéo de acido glutamico com 247 pmol/L, CU-
RE 29 com 220 pmol/L, CURE 22 com 187 pmol/L, CURE 19 com 128
pmol/L, CURE 30 com 160 pmol/L, CURE 27 com 151 umol/L e CURE 25
com 47 umoI/L. Pode ser especulado que essas bactérias convertem &cido
glutamico em glutamina. Duas cepas, CURE 21 e CURE 26, produziram glu-
tamina sem qualquer redugdio da concentragéo de acido glutamico no meio.
Em contraste com ouras cepas, elas aumentaram o nivel de acido glutdmico
no caldo.

Producéo de Arginina

A producdio de aminoacido de cada cepa foi medida apds de-
senvolvimento da cepa de teste a 37°C por 4 dias em meio de desenvolvi-
mento (caldo) modificado do meio descrito por Matteuzzi e outros (1978). O
caldo era composto de: acetato de sddio, 10 g/L; acido ascorbico, 10 g/L;
sulfato de aménio ((NH4)2S04), 5 g¢/L; hidrogeno fosfato de dipotassio
(KoHPO,), 3 g/L; dihidrogénio fosfato de potassio (KH2PQOy), 3 g/L; MgSO4 X
7H.0, 0,32 g/L; FeSO, x 7H,0, 0,01 g/L; MnSO4H20, 0,007 g/L; NaCl, 0,01
g/L ; extrato de levedura, 0,5 g/L; glicose, 20 g/L; Tween 80, 1 mL/L. O pH foi
ajustado com 1 M NaOH para 6,18-6,24 antes da etapa na autoclave.

A concentragdo de aminoacido no caldo foi medida antes da ino-
culagdo com bactérias e apds o desenvolvimento da cepa de teste. Apods o
desenvolvimento, a cultura foi centrifugada e filtrada em esterilizagéo e o

sobrehadante isento de célula subseqiientemente congelou a -80°C. Os a-
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minoacidos foram analisados em um analisador automatico (Biochrom 20,

' Pharmacia Biotech) apos adig&@o do acido sulfossalicilico e ajuste de pH com

hidréxido de litio. _
O aumento na concentragdo de arginina e citrulina no caldo, a-
pds o desenvolvimento de cepas de teste diferentes & mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracio aumentada de arginina_e citrulina no caldo apds

. desenvolvimento das cepas de teste.

| Cepa de teste Arginina (umol/L) | Citrulina (umol/L)

B. infantis CURE 19 11 (8,8-14)# 52 (9,2-136)#
Bifidobacterium CURE 20 08 4,1 (4,4-3,7)8
B. infantis CURE 21 o* o
Bifidobacterium CURE 22 08 6,3 (5,8-6,7)°
Bifidobacterium CURE 23 2,0(0-3,9)8 6,1 (5,4-6.,8)
B. infantis CURE 24 0% 08
B. infantis CURE 25 : 0 : 4,2
B. infantis CURE 26 2,6 0
B. dentium CURE 27 4,9 0,0
B. infantis CURE 28 37 202
B. infantis CURE 29 26 13
B. infantis CURE 30 2,0 5,7

# O valor médio de trés amostras derivadas de trés culturas se-
paradas.

§ O valor médio de duas amostras derivadas de duas culturas
separadas.

Trés das doze cepas de teste aumentaram a concentragdo de
arginina em mais de 10 umol/L,, isto &, CURE 19, CURE 28 e CURE 29. Du-
as das cepas também tinham uma produg&o admiravelmente forte de citruli-
na (> 100 pmol/L) isto €, CURE 19 e CURE 28. A citrulina é produzida tanto
por dessaminagéo de arginina ou através de NO sintase e geragdo de NO. A
produgao de citrulina tambem reflete a produgéo de arginina em uma etapa

anterior.
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Também outros aminoacidos penetraram no caldo durante o de-
senvolvimento das cepas de teste, vide Tabela 3. CURE 21 ndo produziu
qualquer citrulina ou arginina, porérh quantidades significativas de asparagi-
na acida e tirosina. CURE 26 n&o produziu nenhuma citrulina porém quanti-
dades muito pequenas de arginina e um amplo espéctro de aminoacidos
diferentes. Adicionalmente, CURE 26 foi a Unica cepa de teste que aumen-
tou a conc;entragéo de prolina no caldo. Todas as cepas de teste produziram
treonina.

Tabela 3. Aumento nas concentragbes de aminodacido (umoliL), além da glu-

tamina. acido glutAmico. arginina_e citriina no caldo apds desenvolvimento

das cepas de teste.

Cepa Thr Tyr 1 . Cys Asp Ala Gly He
CURE19 | 39 15 0 23 15 0 0
CURE 21 51 21 0 96 0 0 0
CURE 26 46 48 12 151 61 0 8
CURE 28 44 12 14 0 0 0 0
CURE 29 35 28 0 0 2 0 0

Thr-treonina; Tyr-tirosina; Cys-cisteina; Asp-acido asparagina; Ala-alanina;
Gly-glicina; lle-isoleucina.

Os valores representam valores médios de trés ou duas amos-
tras derivadas de trés ou duas culturas separadas.
Identificagdo do Genotipo
REA

As cepas foram examinadas em relagdo ao padréo de clivagem
do DNA cromoss6mico, através do processo de analise de endonuclease de
restrigéio - REA de acordo com Stahl M, Molin G, Persson A, Ahmé S & Stahl
S, International Journal of Systematic Bacteriology, 40: 189-193, 1990 e adi-
cionalmente desenvolvido por Johansson, M-L e outros, international Journal
of Systematic Bacteriology 45: 670-675, 1995. REA esquematicamente pode
ser descrito como se segue: DNA cromossdmico das cepas envolvidas no
estudo foi preparado e clivado por endonucleases de restri¢éo. 0,75 pg de

cada DNA foi separadamente digerido a 37°C por 4 horas com 10 unidades
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de EcoRl e Hind Wi; cada endonuclease foi usada separadamente. Os frag-
mentos de DNA clivados s&o separados de a‘cordo' com o tamanho por ele-
troforese do gel usando géis de ldmina de agarose horizontal submergidos.
Os géis consistiram em 150 mL de agarose a 0,9% (classificagéo de DNA
ultrapura; osmose eletro-endo baixa; BioRad Laboratories, Richmond, USA)

e foram fundidos como géis de lamina (150 por 235 mm). 0,2 ug do marca-

~ dor de DNA de Peso Molecular Alto {Bethesda Research Laboratories, MD,

USA) em conjunto com 0,5 pg do marcador de peso molecular de DNA VI

' (Roche, Alemanha) foram usados como padréo. Distorgao de faixa minima ¢

intensidade maxima foram obtidas por aplicagdo do DNA da amostra no
tampéo de carga Ficoll (2 g de Ficoll, 8 mt. de agua, 0,25% de bromofenol).
Os géis foram operados a uma tenséo constante de 40V por 18
horas a cerca de 6-8°C. O tampéo (89 mM Tris, 23 mM HzPO,, 2 mM EDTA
sodio, pH 8,3) foi recirculado durante o periodo de operagédo. Apos isso, 0s
géis foram manchados por 20 minutos em brometo de etidio {2 ng/mL) e reti-
rada a mancha em agua destilada, visualizados a 302 nm com trans-
iluminador de UV (UVP Inc., San Gabriel, USA) e fotografados. Esse modo
de operagio da eletroforese de gel forneceu faixa bem-distribuida e relati-
vamente bem separada para um peso molecular de 1,2 x 108,
RFLP do gene 16S rRNA (ribotipagem)
Preparagdo de Andlise de Endonuclease de Restrigdo e cromos-

sémica do DNA cromossomico foi realizada conforme descrito anteriormente
(Stahl e outros, 1990, Stahl e cutros, 1994).

A sonda era um fragmento de 420 pb (posi¢&o 506 a 926, nume-
ragdo E.colj) do gene 168 rRNA de L.casei ssp. pseudoplantérum DSM
20008, obtido por PCR e marcado por técnica de marcagao de DNA DIG de
acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante (Boehringer Mannheim,
Bromma, Suécia). A quantidade de sonda usada nas reagoes era de 50 ng.

Hibridizagdo Southern blot. Um ng do DNA cromossdmico foi
digerido com 10U de EcoRl e Hindlll (Boehringer Mannheim) por 4 horas a
37°C. Separagéo dos fragmentos de restrigdo por eletroforese de gel agaro-

se foi realizada de acordo com Stahl e outros, 1994. Marcador de DNA de
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peso molecular marcado com DIG 1l e marcador de DNA de peso molecular

VI foram usados como padrédo (Roche, Alemanha). O DNA.foi imobilizado

" sobre uma membrana de nailon positivamente carregada (Roche) por coze-

dura por 30 minutos a 120°C. Pré-hibridizaggo, hibridizagdo e detecgéio de
quimioiuminescéncia com o substrato CSPD® (Roche) foram realizados de
acordp com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. A temperatura de hibri-
dizagdo era de 68°C. O teste resultou em uma faixa simples com um peso
molecular de cerca de 2.840 kb em todas as cepas (CURE 19, 21,26, 28 ¢
29) quando DNA cromossomico foi clivado por Hind Ill. Quando DNA cro-
mossdmico foi clivado por EcoRl, os genes para 16S rRNA terminaram em
um fragmento simples com 0 peso molecular de cerca de 885 kb nas cepas
CURE 21 e 26, enquanto outra faixa simples com um peso molecular de cer-
ca de 3.420 kb foi obtida para cepas CURE 19, 28 e 29.

Teste in vivo

Teste 1. Efeitos das cepas Lactobacillus e Bifidobacterium na colite induzida

por DDS em ratos

O objetivo desse estudo foi o de comparar os efeitos das cepas
de Lactobacillus e Bifidobacterium em colite induzida por DDS (Sulfato sédi-
co de dextrana) nos ratos,

Ratos Sprague Dawley foram divididos em seis grupos, um gru-
po de controle (colite sem administracdo de bactérias) e cinco grupos aos
quais cepas bacterianas diferentes (Lacfobacil/us plantarum 299v, Lactoba-
cillus paracasei 8700:2, Lactobacillus gasseri LG1, Bifidobacterium 3B1 e
Bifidobacterium infantis CURE 18, respectivamente) foram administradas. As
cepas bacterianas foram administradas oralmente por 7 dias antes da indu-
gdo da colite (dia 0) e foram continuamente administradas por 7 dias em
combinagéo com DDS (5% peso/volume dissolvido em agua). O grau de coli-
te foi determinado diariamente com DAl (Disease Activity Index). A amostra-
gem foi realizada no dia 14 e translocagdo bacteriana e quantidade no intes-
tino foram determinadas.

Nos grupos que receberam Lactobacilius plantarum 299v, Bifi-
dobacterium 3B1 e Bifidobacterium CURE 19, DAI diminuiu significativamen-
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te nos dias 4, 5, 6 e 7 em comparag&o ad grupo de controle. Além disso, DAI
abaixou significativamente no grupo que recebeu B.. infantis CURE 19 em
comparagdo aos grupos que receberam Lactobacillus paracasei 8700:2 e
Lactobacillus gasseri LG1 apés 6 e 7 dias. Em comparagao a colite de con-
trole, a translocagéo bacteriana para nodos linfaticos mesentéricos diminuiu

significativamente em todos os grupos, bem como a translocacgédo das Ente-

. robactérias para o figado.

Concluindo, as cepas bacterianas administradas ao Lactcbacil-

us plantarum 229v, Lactobacillus paracasei 8700: 2, Lactobacillus gasseri

LG1, Bifidobacterium 3B1 e Bifidobacterium infantis CURE 19 s&o capazes
de exercer efeitos positivos diminuindo a translocagéo em colite experimen-
tal em ratos. Lactobacillus plantarum 229v, Bifidobacterium 3B1 e Bifidobac-
terium infantis CURE 19 mostraram os efeitos mais evidentes no DAI aper-
feigoado na colite de ratos induzida por DDS. Bifidobacterium infantis CURE
19 foi algo mais eficaz em neutralizar a colite que os outros apés 6 dias e 7

dias de tratamento. Vide figura 6.

Teste 2 - Sobrevivéncia do Lactobacillus e/ou Bifidobacterium no trato gas-

trointestinal apds administracdo oral

A administragdo do Lactobacillus elou Bifidobacterium prové e-
feitos positivos diferentes, por exemplo, prevenindo a diarréia associada ao
antibiotico (D'Souza e outros, 2002, BMJ 324: 1361)

Os efeitos positivos podem ser obtidos, contanto que as bacté-
rias sobrevivam a administracédo oral e tenham a capacidade de sobreviver
desenvolver nos intestinos. Para obter cepas apropriadas que possam ser
usadas como probidticos, varias cepas candidatas possiveis sdo administra-
das oralmente aos individuos saudaveis. A determinagéo da freqiiéncia das
cepas administradas nas fezes identifica cepas com capacidade de sobrevi-
véncia maior. O objetivo desse estudo é encontrar cepas bacterianas que
possam ser administradas oralmente com uma capacidade superior de so-
brevivéncia e desenvolver no trato gastrointestinal humano.

Projeto do Estudo

Durante quatro semanas, quatorze voluntarios recebem uma
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mistura para beber de aproximadamente 20 cepas diferentes de Lactobacil-
lus e Bifidobacterium. Todas as cepas s&o0 r'epreséntativas das cepas que
ocorrem nos seres humanos ou no alimento que produz acido lactico. As
amostras fecais foram obtidas antes da administragéo, ap6és 3 semanas de
administragdo e uma semana ap6s a administragdo. A flora bacteriana é de-

terminada por contagem vidvel e RAPD (DNA: Polimérfico Ampliado Aleatori-

. amente; Johanson e outros, 1995).

Conciuséo

Os resultados mostraram que as cepas selecionadas, isto &, Bi-
fidobacterium infantis CURE 19, DSM 15158; Bifidobacterium CURE 21,
DSM 15159; Bifidobacterium infantis CURE 26, DSM 15160; Bifidobacterium
infantis CURE 28, DSM 15161; e Bifidobacterium infantis CURE 29, DSM
15162, podem sobreviver & passagem através do trato gastrointestinal apds
administragao oral. Estudos em ratos também mostram um potencial de e-

xercicio dos efeitos positivos na colite experimental.
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REIVINDICACOES

1. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreendeuma
ou mais cepas de Bifidobacterium selecionadas a partir de Bifidobacterium
infantis CURE 19, DSM 15158, Bifidobacterium infantis CURE 21, DSM
15159, Bifidobacterium infantis CURE 26, DSM 15160, Bifidobacterium infan-
tis CURE 28, DSM 15161, e Bifidobacterium infantis CURE 29, DSM 15162,
apresentando a capacidade de sobreviver no trato intestinal e produzir glu-
tamina in vivo, em combinacdo com um veiculo farmaceuticamente aceitavel
ou um alimento.

2. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a uma ou mais cepas de Bifidobacterium apresentam a ca-
pacidade de produzir arginina e sao selecionadas a partir de Bifidobacterium
infantis CURE 19, DSM 15158; Bifidobacterium infantis CURE 28, DSM
15161, e Bifidobacterium infantis CURE 29.

3. Composicéo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracteri-
zada pelo fato de que a uma ou mais cepas de Bifidobacterium apresentam
a capacidade de assimilar amonia.

4. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 3, caracterizada pelo fato de que o veiculo é mingau de farinha de aveia.

5. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a 4, caracterizada pelo fato de que também compreende fibras dietéticas.

6. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a 5, caracterizada pelo fato de que é uma composicéo alimenticia.

7. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 6, caracterizada pelo fato de que é uma composicao farmacéutica, em
gue o veiculo é um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

8. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
1 a 7, caracterizada pelo fato de que também compreende uma ou mais ce-
pas de Lactobacillus.

9. Uso de uma ou mais das cepas de Bifidobacterium infantis
CURE 19, DSM 15158, Bifidobacterium infantis CURE 21, DSM 15159, Bifi-
dobacterium infantis CURE 26, DSM 15160, Bifidobacterium infantis CURE
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28, DSM 15161, Bifidobacterium infantis CURE 29, DSM 15162, apresen-
tando a capacidade de sobreviver no trato intestinal e produzir glutamina in
vivo, caracterizado pelo fato de que é para o preparo de um medicamento ou
alimento.

5 10. Uso, de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
fato de que o medicamento é selecionado a partir de um ou mais de: um
medicamento para tratamento de pacientes em cuidado intensivo com dis-
funcdo multipla dos érgdos; um medicamento para tratamento de pacientes
em cuidado intensivo com faléncia intestinal; um medicamento para profila-

10 xia em pacientes em quimioterapia; um medicamento para profilaxia de do-
encas inflamatérias; um medicamento para administragdo pdos-operatoria

ap6s uma grande cirurgia.
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