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Particularmente, a presente invencdo refere-se a método de
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“PRODUTO ALIMENTICIO, PREPARAGAO FARMACEUTICA, METODO DE
FABRICAGAO DE PRoﬂcro ALIMENTICIO, METODO DE FABRICAGCAO
DE PREPARAGAO FARMACEUTEQA, USO DO PRODUTO ALIMENTICIO,

USOS DA PREPARAGCAO FARMAcéyTICA, METODO DE FORNECIMENTO

DE BENEFiCIOS A SAUDE DO INTESTINO E IMPLEMENTOS DE
LIBERAGAO PARA USO coM_PRODUTo ALIMENTICIO”

L -
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao 'rgéfere-se a produtos alimenticios ou
preparagdes farmacéuticas que compreendem anticorpos ou fragmentos de
anticorpos que sao ativos no intestino e microorganismos pro‘biétiéos
independentes dos anticorpos ou fragmentos de anticorpos. Particularmente, a
presente invengao refere-se a método de preparagéo de produtos alimenticios
e preparagdes farmacéuticas que compreendem 0s anticorpos ou fragmentos
de anticorpos e microorganismos probiédticos e ao uso desses produtos para
fornecer beneficios a salide de seres humanos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Anticorpos (também denominados imunoglobulinaé) sao
glicoproteinas que reconhecem especificamenté moléculas exodgenas.
Estas moléculas exégenas reconhecidas sdo denominadas antigenos.
Quando antigenos invadem seres humanos ou animais, & acionada
reagdo imunolégica que envolve a produgao de anticorpos por linfécitos
B. Por meio desta reagdo imunolégica, microorganismos, parasitas
maiores, virus e toxinas bacterianas podem ser tornados inofensivos. A
capacidade exclusiva de anticorpos de reconhecer especificamente e
unir-se com alta afinidade a virtualmente qualquer tipo de antigeno torna-
os moléculas uteis em pesquisa médica e cientifica.

Em vertebrados, sdo descritas cinco classes de imunoglobulina,

que incluem IgG, 1gM, IgA, IgD e IgE, todas as quais diferem de fungao no
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sistema imunolégico. IgGs sdo as imunoglobulinas mais abundantes no
sangue. Elas possuem estrutura basica de dois polipeptideos de cadeia pesada
(H) idénticos e dois polipeptideos de cadeia leve (L) idénticos. As cadeias He L
sdo mantidas juntas por pontes de dissulfeto e uniées nao covalentes. As
proprias cadeias podem ser divididas em dominios variaveis e constantes. Os
dominios variaveis da cadeia pesada e leve (V4 e Vi) que sdo extremamente
variaveis em seqiiéncias de aminoacidos estéo localizados na parte N-terminal
da molécula de anticorpo. Vy e V juntos formam o local de reconhecimento de
éntigenos exclusivo. As sequiéncias de aminoacidos dos dominios C-terminais
restantes s3o0 muito menos variaveis e sdo denominadas Cny1 Cn2, Cu3 e Ci.

A parte de ligagdo nao antigeno de molécula de anticorpo €
denominada dominio constante Fc e media diversas fungdes imunoldgicas, tais
como unido a receptores sobre células alvo e fixagado de complementos.

O local de ligagdo de antigenos exclusivo de anticorpo consiste
dos dominios variaveis de cadeia leve e pesada (Vu e Vi). Cada dominio
contém quatro regides de estrutura (FR) e trés regides denominadas CDRs
(regides de determinagao de complementaridade) ou regides hipervariaveis. As
CDRs variam fortemente de sequéncia e determinam a especificidade do
anticorpo. Os dominios Vi e Vy juntos formam local de ligagdo que une
antigeno especifico.

Varios fragmentos de anticorpos de ligagdo de antigenos
funcionais poderao ser elaborados por meio de protedlise de anticorpos,
utilizando, por exemplo, digestdo de papaina, digestdes de pepsina ou outras
abordagens enzimaticas. Esse método pode ser utilizado para gerar Fab, Fv ou
fragmentos com dominio isolado.

Fragmentos de Fab sdo os dominios de ligagao de antigenos de
molécula de anticorpo. Fragmentos de Fab podem ser preparados por meio de

digestées de papaina de anticorpos inteiros. Fragmentos de Fv s&o o
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fragmento minimo (cerca de 30 kDa) que ainda contém o local de ligagao de
antigenos inteiros de anticorpo IgG inteiro. Fragmentos de Fv sado compostos
de dominios de cadeia pesada variavel (Vi) e cadeia leve variavel (Vi). Este
heterodimero, denominado fragmento Fv (para varidvel de fragmento) ainda é
capaz de unir o antigeno.

Desta forma, fragmentos de anticorpos menores podem ser
sintetizados e estes fragmentos terdo vantagem sobre anticorpos inteiros em
aplicacbes que necessitem de penetragao nos tecidos e rapida liberagéo do
sangue ou rim. |

A producgdo in vitro de anticorpos tem sido possivel desde o
desenvolvimento de tecnologia de anticorpos monoclonais. Isso gerou o uso de
anticorpos em muitas areas que incluem pesquisa, medicina e, recentemente,
em aplicagées de consumo. Estas aplicagées, entretanto, dependem da
produgdo em larga escala de anticorpos e geralmente envolvem o uso do
préprio anticorpo ou fragmento de anticorpo, ou seja, a proteina colhida de

sistema de expressao de anticorpos.

Escherichia coli vem sendo utilizado como sistema de expressao
para a produgdo de fragmentos de anticorpos. E. coli é facilmente acessivel
para modificagbes genéticas, requer meios baratos e simples para crescimento
rapido e podem ser facilmente cultivados em fermentadores, permitindo a
producédo em larga escala de proteinas de interesse.

Além disso, em artigo recente, In situ Delivery of Passive
Immunity by Lactobacilli Producing Single-Chain Antibodies, Nature Biotechnol.
(2002) 20, 702-706, Kruger et al relataram a produgao de fragmentos de
anticorpos scFv contra Streptococcus mutans pela bactéria de grau alimenticio
grama positiva Lactobacillus zeae. Este tratamento envolveu o fornecimento in
situ de imunidade passiva em locais da mucosa oral somente quando se

demonstra que os fragmentos de anticorpos de cadeia isolada fornecem
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protegéo contra carie dental em ratos.

Lactobacilos foram pesquisados com relagao as suas propriedades
antidiarréicas desde a década de 1960 (Beck, C. et al, Beneficial Effects of
Administration of Lactobacillus acidophilus in Diarrhoeal and other Intestinal
Disorders, Am. J. Gastroenterol. (1961) 35, 522-30. Quantidade limitada de
testes controlados recentes demonstrou que certas linhagens de lactobacilos
podem possuir propriedades terapéuticas e profitaticas em gastroenterite viral
aguda (Mastretta, E. et al, Effect of Lactobacillus CG and Breast-Feeding in the
Prevention of Rotavirus Nosocomial Infection, J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr.
(2002) 35, 527-531). Também se demonstrou que linhagens selecionadas de
Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum exercem fortes efeitos adjuvantes
sobre a reagéo imunolbgica sistémica e da mucosa.

Lactobacilos sdo bactérias bem conhecidas aplicadas na
fabricagdo de produtos alimenticios. logurte, por exemplo, &€ normalmente
fabricado por meio de fermentagao de leite com, entre outros, linhagem de
Lactobacillus. O produto acidificado fermentado, que ainda contém
Lactobacillus viavel, é resfriado e consumido no momento desejado.

Outra aplicagao de Lactobacillus em produtos alimenticios é a
produgdo de produtos de carne, tais como linguicas. Aqui, o Lactobacillus €
adicionado a massa de carne antes da aplicagao do invélucro, seguido por
periodo de amadurecimento no qual tem lugar o processo de fermentagéo.

Ainda outra aplicagdo de Lactobacillus na fabricagao de produtos
alimenticios € o tratamento em salmoura de legumes tais como repolho,
cenoura, azeitonas 6u beterraba. Aqui, o processo de fermentagao natural
pode ser controlado por meio da adigdo de cultivo inicial de Lactobacillus
apropriado.

A aplicagdo de Lactobacillus em produtos alimenticios €

freqiientemente associada a varios efeitos a saude; vide, por exemplo, A. C.
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Ouwehand et al em Int. Dairy Jounal 8 (1998) 749-758. Particularmente, a
aplicagéo de produtos é associada a varios efeitos a saude, tais como relativos
ao bem estar intestinal, como IBS (Sindrome Intestinal Irritavel), reducao da ma
digestdao de lactose, sintomas clinicos de diarréia, estimulo imunolégico,
atividade antitumores e aumento da absorgdo de minerais.

WO 99/23221 descreve proteinas de ligagdo de antigenos
multivalentes para desativar fagos. Os hospedeiros podem ser bactérias de
acido lactico que sado utilizadas para produzir fragmentos de unido de
anticorpos que sdo recuperados. WO 99/23221 descreve a adi¢do dos
fragmentos de anticorpos colhidos a bactérias para fornecer - efeitos
antidiarréicos.

WO 00/65057 refere-se a inibicdo de infecgbes virais, utilizando
proteinas de ligagdo de antigenos monovalentes. A proteina de ligagdo de
antigenos pode ser dominio variavel de cadeia pesada derivado de imunoglobulina
naturaimente isento de cadeias leves, tais como os derivados de camelideos
conforme descrito em WO 94/04678. WO 00/65057 descreve a transformagao de
hospedeiro com gene que codifica as proteinas de ligagdo de antigenos
monovalentes. Hospedeiros apropriados podem incluir bactérias de acido lactico.
Esta revelagdo refere-se ao campo de processamento de fermentagcdo e o
problema de infecgdo de fagos que dificulta a fermentagao. Especificamente,
fragmentos VHH de lhama s&o utilizados para solucionar o problema de infecgéo de
fagos por meio da neutralizagéo de bacteriéfago P2 de Lactoccoccus lactis.

Tanto WO 00/65057 quanto WO 99/23221 envolvem 0 uso de
fragmentos de anticorpos colhidos de sistema de expressao bacteriana. |

US 6.605.286 refere-se ao uso de bactérias grama positivas para
fornecer polipeptideos biologicamente ativos, tais como citoquinas, ao corpo.
US 6.190.662 e EP 0.848.756 B1 referem-se a métodos de obtengao da

expressdo na superficie de proteina desejada ou polipeptideo. Monedero et al,
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Selection of Single-Chain Antibodies Against the VP8 Subunit of Rotavirus VP4
Outer Capsid Protein and Their Expression in L. casei, Applied and
Environmental Microbiology (2004) n° 4, 6936-6939, refere-se a estudos in vitro
sobre o uso de anticorpos de fita Unica (scFv) expressos por L. casei que
reconhecem o VP8 e a fragdo de capsideo externo de rotavirus e bloqueia
infeccdes com rotavirus in vitro. Entretanto, nenhum destes documentos
descreve o uso de imunoglobulinas de cadeia pesada ou fragmentos do tipo
VHH ou VNAR ou anticorpos de dominio (dAbs) das cadeias leve ou pesada de
imunoglobulinas ou seus fragmentos.

Outros microorganismos utilizados na fabricagao de produtos
alimenticios incluem leveduras. Levedura € bem conhecida em fermentagéo e
cozimento e seus produtos alimenticios associados incluem, por exemplo, pao
e cerveja.

Uma desvantagem desses sistemas conhecidos € que 0 uso dos
préprios anticorpos ou fragmentos de anﬁcorpos (ou seja, a proteina colhida)
no tratamento de doenga em seres humanos pode resultar na degradagéo ou
digestdo do anticorpo antes que fornegam 0s beneficios a saude desejados e
até antes que atinjam o local desejado.

Além disso, é freqiientemente desejavel garantir que o anticorpo
ou fragmento de anticorpo seja ativo em regido especifica do corpo, tal como

no intestino.

Além disso, é desejavel que sejam fornecidos beneficios a saude

para sejam os mais benéficos possiveis.

Desta forma, a presente invengao pretende fornecer beneficios a

saude de pacientes deles necessitados.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

Conforme primeiro aspecto da presente invengao é fornecido

produto alimenticio ou preparagao farmacéutica que compreende i) anticorpos
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ou fragmentos de anticorpos que s&o ativos no intestino e ii) microorganismos
probiéticos independentes dos anticorpos ou fragmentos de anticorpos.

Conforme segundo aspecto da presente invencao é fornecido
método de elaboragdo de produto alimenticio ou preparagéo farmacéutica de
acordo com o primeiro aspecto que compreende a adicao independente dos
anticorpos ou fragmentos de anticorpos e dos microorganismos probioticos
durante a fabricagdo do produto alimenticio, preparagao farmacéutica ou seu
ingrediente.

Conforme terceiro aspecto da presente invengéo € fornecido o uso
do produto alimenticio ou preparagao farmacéutica de acordo com o primeiro
aspecto da presente invengao ou fabricado de acordo com o segundo aspecto da
presente invengéao para fornecer beneficios a saude do intestino de paciente.

Conforme quarto aspecto da presente invengao é fornecido
método de fornecimento de beneficios a satde do intestino de paciente que
compreende a administragdo do produto alimenticio ou preparagao
farmacéutica de acordo com o primeiro aspecto da presente invengao ou
fabricado de acordo com o segundo aspecto da presente invengao a paciente
dele necessitado.

Conforme quinto aspecto da presente invengdo é fornecido
implemento de liberagdo para uso com produto alimenticio que compreende
microorganismos probiéticos, em que 0 implemento de liberagéo € revestido
sobre pelo menos uma superficie com anticorpos ou fragmentos de anticorpos
que sao ativos no intestino.

Conforme sexto aspecto da presente invengao é fornecido
implemento de liberagao para uso com produto alimenticio em que ©
implemento de liberagdo é revestido sobre pelo menos uma superficie com
anticorpos ou fragmentos de anticorpos que sdo ativos no intestino e

microorganismos probidticos.
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Para evitar duvidas, a expressao “produto alimenticio”, da forma
utilizada no presente, engloba bebidas.

Pela expressdo “bactérias inviaveis’, da forma utilizada no
presente, indica-se populagéo de bactérias que ndo & capaz de reproduzir-se
sob nenhuma condicdo conhecida. Deve-se compreender, entretanto, que,
devido a variagbes biolégicas normais em populagdo, um pequeno percentual
da populagéo (ou seja, 5% ou menos) pode ainda ser viavel e, desta forma,
capaz de reprodugéo sob condigdes de cultivo apropriadas em populagao que,
de outra forma, é definida como inviavel.

Pela expressao “bactérias viaveis”, da forma utilizada no presente,
indica-se populagdo de bactérias que é capaz de reproduzir-se sob condigdes
apropriadas sob as quais é possivel a reprodugdo. Deve-se compreender,
entretanto, que, devido a variagdes biologicas normais em populagao, um
pequeno percentual da populagéo (ou seja, 5% ou menos) pode ainda ser
inviavel e, desta forma, incapaz de reprodugéo sob estas condigbes em uma
populagéo que, de outra forma, & definida como viavel.

Pela expressao “microorganismos probiéticos independentes dos
anticorpos ou fragmentos de anticorpos”, da forma utilizada no presente, indica-
se que o0s microorganismos nao fazem parte de nenhum sistema de
fornecimento para os anticorpos ou fragmentos de anticorpos e nao sao a eles

unidos.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Na descricdo detalhada das realizagbes da presente invengao,

faz-se referéncia as figuras a seguir.

As Fiburas 1a e b demonstram que particulas de VHH especificas

de rotavirus neutralizam rotavirus in vitro.

A Figura 2 demonstra que particulas de VHH especificas de

rotavirus neutralizam rotavirus in vivo.
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A Figura 3 exibe mapa de vetores de expressao de Lactobacillus:

(@) ancora 2A10;

(b) ancora VHH-1, que media a expressdo ancorada na
superficie de fragmentos de anticorpos por meio de fusdo aos ultimos 244
aminoacidos de proteinase P de L. casei, '

(c) secretado por 2A10; e

(d)  secretado por VHH1 com cédon de parada (TAA) inserido
ap6s a seqiéncia de marca E, mediando a secrecdo do fragmento de

anticorpo.

Tidh: término de transcricdao do gene lactato desidrogenase de L.
casei,

TId excluido: seqiiéncia restante ap6s a exclusao de Tidh;

2A10-scFv: anticorpo de fita Gnica contra VP4/VP7;

VHH1:fragmento de anticorpo de cadeia pesada contra rotavirus;
ancora longa, seqiiéncia de ancoras do gene proteinase P de L. casei (244
aminoacidos); |

Tcbh: sequéncia de término de transcrigdo do gene hidrolase

acida da bile conjugado de L. plantarum 80;

Pldh: sequéncia promotora do gene lactato desidrogenase de L.

casei, SS PriP,
seqiéncia de sinal do gene PriP (33 aa), PriP N-terminal,
terminal N (36 aminoacidos) do gene PrtP,
Amp". gene de resiéténcia a ampicilina;
Ery. gene de resisténcia a eritromicina;
Rep: gene repA do plasmideo p353-2 de L. pentosis;

Ori: origem de reprodugdo (Ori+ = ori E. coli, Ori- = ori

Lactobacillus).

As setas indicam codon de parada.
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A Figura 4a exibe os resultados de citometria de fluxo que exibem
a expressdao de 2A10-scFv (cinza claro) e VHH1 (cinza escuro) sobre a
superficie de Lactobacillus paracasei por meio de detecgdo de marca E por
anticorpo anti-marca E de camundongo (b) Fotografia de microscopio eletrénico
de varrimento (SEM) que exibe a unido de rotavirus pela superficie de VHH1

que expressa Lactobacillus paracasei.

A Figura 5 exibe resultados de teste de neutralizagao in vitro que
testa a eficacia de lactobacilos que expressam fragmentos ancorados a VHH1
para inibir a infecgao por rotavirus de células MA104. A reducgéo da infecgao
para 60% ou mais foi considerada neutralizagdo especifica. A linha solida
representa o nivel de neutralizagéo atingido por anticorpo VHH1 purificado por
marca E produzido por lactobacilos (20 pg/ml). Linha pontilhada indica o nivel
de neutralizagéo de sobrenadante de hibridoma monoclonal 2A10 (147 ng/ml).
Neutralizaco atingida por diferentes concentragdes de lactobacilos ancorados
a VHH1 (m), lactobacilos ancorados a 2A10 (w) e lactobacilos nao
transformados (o).

A Figura 6 (a) exibe a incidéncia de diarreia em camundongos
tratados com lactobacilos que expressam fragmentos ancorados a VHH1.
Resultados reunidos de trés experimentos (b) Incidéncia de diarréia 'em
camundongos tratados com lactobacilos que expressam na superficie
lactocorpos derivados de 2a10-scFv. Resultados reunidos de trés
experimentos.

A Figura 7 exibe segdes de duodeno e jejuno de filhotes tratados
com formulagées diferentes, manchadas com hematoxilina e eosina. A barra
representa comprimento de 100 pm.

A Figura 8 exibe a carga de RNA vp7 em amostras de tecido

intestinal pequenas conforme determinado por meio de PCR em tempo real.

A Figura 9 exibe a avaliagao de diferentes doses de lactobacilos
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que expressam fragmentos ancorados a VHH1 e sua eficacia para reduzir a
diarréia.
A Figura 10 exibe avaliagdo de lactobacilos que expressam

fragmentos ancorados a VHH1 em forma seca por congelamento.

As Figuras 11 (a) e (b) exibem fotografia de microscopio
eletronico de varrimento (SEM) que exibe a unido de rotavirus pela superficie
de VHH1 que expressa Lactobacillus paracasei.

A Figura 12 exibe alinhamento de VHHs que possuem afinidade

para particulas virais de rotavirus.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo serd agora descrita como forma de exemplo
por uma série de realizag0es.

De forma geral, a presente invengdo refere-se a produto
alimenticio ou preparagdo farmacéutica que compreende i) anticorpos ou
fragmentos de anticorpos que s&o ativos no intestino e ii) microorganismos
probidticos independentes dos anticorpos ou fragmentos de anticorpos.

l. ANTICORPOS OU FRAGMENTOS DE ANTICORPOS QUE SAO ATIVOS NO INTESTINO:

Os anticorpos ou fragmentos de anticorpos que sao ativos no
intestino podem ser utilizados como parte de seu sistema de fornecimento ou nao.

Segundo realizagdo da presente invengdo, prefere-se que os
anticorpos ou seus fragmentos compreendem parte de sistema de
fornecimento para fornecé-los ao trato gastrointestinal (denominado a seguir
“sistema de fornecimento”).

Segundo aspecto da presente realizagéo ao utilizar-se sistema de
fornecimento dos anticorpos ou seus fragmentos para fornecé-los ao trato
gastrointestinal, isso pode ser efetuado por meio do uso de encapsuladds, tais
como os conhecidos nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Podem ser

utilizados biopolimeros naturais. Exemplos incluem alginato de célcio,
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carrageno, goma gelano ou gelatina. O sistema de fornecimento pode ser
método de encapsulagao conhecido na técnica, que fornecera a imunoglobulina
ou seus fragmentos especificamente para o intestino. O encapsulado deve,
portanto, ser capaz de sobreviver até a entrada no intestino e ser liberado em
seguida. Esse sistema de fornecimento compreende sistema protetor geral que
proteja os anticorpos contra a degradagao. Estes métodos podem incluir
captura de lipossomos, disco de centrifugagao e coaglutinagdo. Qualquer
acionador pode ser utilizado para avisar a liberagao do ingrediente
encapsulado, tal como alteragdo de pH (revestimento entérico), tensao
mecanica, temperatura e atividade enzimatica. Estes métodos sdo expandidos
no artigo de Sebastien Gouin, Microencapsulation: Industrial Appraisal of
Existing Technologies and Trends, Food Science and Technology (2004) 15:
330-347. Preferencialmente, utiliza-se revestimento entérico. Além disso, o
rhétodo de encapsulagdo pode permitir a liberagéo lenta do anticorpo no
intestino e/ou no estémago. Isso permitira liberagéo constante do anticorpo,
fragmento funcional ou equivalente ao longo de periodo de tempo definido.
Alternativamente, de acordo com outro aspecto desta realizagao,
o sistema de fornecimento pode compreender microorganismo,
preferencialmente transformado para que seja capaz de produzir os anticorpos
ou fragmentos de anticorpos. Este microorganismo €& adicional aos
microorganismos probidticos indicados no presente como i) e é independente
dos anticorpos ou fragmentos de anticorpos. Desta forma, para evitar duvidas,
a presente invengdo pode compreender dois microorganismos diferentes. O
primeiro & o microorganismo probiético indicado no presente como ii), que nao
faz parte de nenhum sistema de fornecimento para os anticorpos ou seus
fragmentos. O segundo & o microorganismo que pode fazer parte do sistema
de fornecimento. O primeiro é indicado no presente como “microorganismo

probidtico” e o ultimo como “microorganismo”.
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Segundo aspecto especifico da presente invengao é fornecida
preparagdo farmacéutica que compreende sistema de fornecimento para
fornecer anticorpos ao trato gastrointestinal, em que os anticorpos sao ativos
no intestino e o sistema de fornecimento compreende microorganismo
transformado com anticorpos ou seus fragmentos, em que 0s anticorpos séo
imunoglobulinas de cadeia pesada do tipo VHH ou seus fragmentos,
preferencialmente derivados de camelideos, de maior preferéncia anticorpos de
cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos, ou anticorpos de dominio (dAbs)
das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus fragmentos e,

independentemente, microorganismo probidtico.

Como o microorganismo probiético, 0 microorganismo devera ser
preferencialmente capaz de sobreviver & passagem no trato gastrointestinal e
devera ser ativo no estomagofintestino. Preferencialmente, o microorganismo
devera ser capaz de sofrer colonizag&o transitoria do trato gastrointestinal; ser
capaz de expressar o gene no trato gastrointestinal; e ser capaz de estimular o
sistema imunolégico do intestino.

Preferencialmente, o microorganismo pode também ser
microorganismo probiético com as caracteristicas acima. Neste caso, havera
dois microorganismos probidticos utilizados de acordo com a presente
invengao; um que é independente dos anticorpos ou seus fragmentos e um que
faz parte do seu sistema de fornecimento. Probiéticos sdo definidos como
suplementos alimentares microbianos viaveis que influenciam de forma
benéfica o hospedeiro melhorando o seu equilibrio microbiano intestinal de
acordo com Fuller (1989), Probiotics in Man and Animals, Joumnal of Applied
Bacteriology 66, 365-378. Caso o microorganismo probidtico seja bactéria,
prefere-se que seja bactéria de acido lactico.

Exemplos de outros microorganismos probidticos apropriados

incluem levedura tal como Saccharomyces, Debaromyces, Kluyveromyces e
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Pichia, fungos tais como Aspergillus, Rhizopus, Mucor e Penicillium e bactérias
tais como os géneros Bifidobacterium, Propionibacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Bacillus, Pediococcus, Micrococcus, Leuconostoc,

Weissella, Oenococcus € Lactobacillus. Pode-se também utilizar

Kluyveromyces lactis.

Exemplos especificos de  microorganismos probiéticos
apropriados s&o:

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Bacillus  subtilis, Bacillus natto,
Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. breve, B. bifidum, B. infantis, B.
lactis, B. longum, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Lactobacillus acidophilus, L. brevis, L. casei, L. delbrueckii, L. fermentum,
L. gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L. lactis, L. paracasei, L. plantarum, L.
reuteri, L. rhamnosus, L. sakei, L. salivarius, L. sanfranciscus, Lactococcus
lactis, Lactococcus cremoris, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis,
Pediococcus acidilactici, P. cerevisiae, P. pentosaceus, Propionibacterium
freudenreichii, Propionibacterium shermanii e Streptococcus salivarius.

Linhagens probiéticas especificas sao:

Saccharomyces  boulardii, Lactobacillus  casei  shirdta,
Lactobacillus casei immunitas, Lactobacillus casei DN-114 001, Lactobacillus
rhamnosus GG (ATCC 53103), Lactobacillus reuteri ATCC 55730/SD 2112,
Lactobacillus rhamnosus HNOO1, Lactobacillus plantarum 299v (DSM9843),
Lactobacillus johnsonii La1 (I-1225 CNCM), Lactobacillus plantarum WCFST1,
Bifidobacterium lactis HNO19, Bifidobacterium  animalis  DN-173010,
Bifidobacterium animalis Bb12, Lactobacillus casei 431, Lactobacillus
acidophilus NCFM, Lactobacillus reuteri INGT, Lactobacillus salivarius UCC1-18,

Propionibacterium freudenreichii JS, Escherichia coli Nissle 1917 .
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Convenientemente, o microorganismo pode ser bactéria de acido
lactico. Além disso, preferencialmente, o microorganismo é selecionado a partir
de lactobacilos ou bifidobactérias. De preferéncia ainda maior, ©O
microorganismo & Lactobacillus. Particularmente, 0 Lactobacillus &
Lactobacillus casei 393 plLZ15. Lactobacillus casei foi recentemente
reidentificado como Lactobacillus paracasei (Perez-Martinez, 2003). Outro

Lactobacillus preferido é Lactobacillus reutarii.

Alternativamente, o microorganismo pode ser levedura. Levedu_ras
apropriadas incluem a levedura de padaria S. cerevisiae. Outras leveduras
como Candida boidinii, Hansenula polymorpha, Pichia methanolica e Pichia
pastoris, que sdo sistemas bem conhecidos de produgdo de proteinas
heterélogas e podem ser utilizadas na presente invengao.

Fungos filamentosos, particularmente espécies dos géneros
Trichoderma e Aspergillus possuem a capacidade de secre¢do de grandes
quantidades de proteinas, metabdlitos e acidos organicos no seu meio de
cultivo. Esta propriedade vem sendo amplamente explorada pelas industrias de
alimentos e bebidas, em que os compostos secretados por essas espécies
fungicas filamentosas vém sendo utilizados ha décadas.

Sistema de fornecimento com base em bactérias probitticas
representa abordagem segura e atrativa e representa um dos sistemas de
produgdo de anticorpos mais baratos. A aplicagdo em ampla escala do
microorganismo, preferencialmente Lactobacillus, que expressa anticorpos é
relativamente facil e necessita de manipulagdo e custos de armazenagem
minimos e é econdmica.

Preferencialmente, o microorganismo € transformado com vetor
de expressdo que compreende o gene para o anticorpo. O vetor de expressao
pode conter promotor constitutivo a fim de expressar os anticorpos ou seus

fragmentos. Esse promotor constitutivo sustentara a expressdo in situ de
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anticorpos por meio de lactobacilos transformados que persistem (ao menos
por curto periodo) no trato intestinal apdés a administragéo. Alternativamente,
pode-se selecionar promotor que seja ativo somente no trato gastrointestinal
elou estdmagol/intestino, ou seja, apropriado somente para expressao
especifica no trato gastrointestinal. Isso garantird a expressao e/ou secregao
do anticorpo de cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos no trato
gastrointestinal, preferencialmente no intestino. Muitos promotores constitutivos
para lactobacilos s&o conhecidos na técnica e exemplo de promotor que €
especificamente indutivel no trato gastrointestinal &€ Pldh (Pouwels et al,
Lactobacilli as Vehicles for Targeting Antigens to Mucosal Tissues by Surface
Exposition of Foreign Antigens, Methods in Enzymology (2001) 336: 369-389).

Os vetores de expressdo descritos nos exemplos podem
reproduzir-se nos lactobacilos transformados e expressar os anticorpos ou
seus fragmentos. Compreender-se-4 que a presente invengao nao é limitada
apenas a esses vetores de expresséo de reprodugdo. O conjunto de expressao
inteiro pode ser inserido em chamado plasmideo de “integragao”, por meio do
qué o conjunto de expressao sera integrado ao cromossomo dos lactobacilos
ap6s a transformagéo, conforme conhecido na técnica (Pouwels, P. H. e
Chaillou, S., Gene Expression in Lactobacilli (2003), Genetics of Lactic Acid
Bacteria, pag. 143-188). Desta forma, podem ser utilizados vetores de
reproducao ou integragao de acordo com a presente invengao.

Quando o sistema de fornecimento compreender microorganismo
transformado com anticorpos ou seus fragmentos, os anticorpos sao expressos
elou secretados no intestino. Desta forma, o uso de microorganismo como
sistema de fornecimento possui as vantagens de que a produgao in vivo de
fragmentos de anticorpos localmente no trato gastrointestinal soluciona o
problema pratico de degradagéo de anticorpos administrados por via oral no

estomago. Esse sistema baseado em bactérias probidticas representa
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abordagem segura e atrativa para o fornecimento de anticorpos para o trato
gastrointestinal. Desta forma, a aplicagao em larga escala dos lactobacilos que

expressam anticorpos € relativamente facil, requer manipulagédo e custos de

‘armazenagem minimos e é econdmica. Além disso, as bactérias probibticas

permanecerdo no intestino por mais tempo e permitirao a produgéo constante
do anticorpo para permitir protegdo mais constante contra o microorganismo
enteropatogénico.

Convenientemente, a quantidade do microorganismo no sistema
de fornecimento em 'produtos alimenticios de acordo com a presente invengao
& de 108 a 10" por porgao ou (se o tamanho da porgéo n&o for conhecido, por
exemplo) de 10° a 10"! por cem gramas de produto, de maior preferéncia estes
niveis sao de 108 a 10° por porgédo ou por cem gramas de produto.

Os anticorpos para uso de acordo com a presente invengao
devem ser ativos no intestino/estémago, ou seja, devem ser funcionais e reter a
sua atividade normal, que inclui -a desativagdo do seu alvo. Os anticorpos
ativos de acordo com a presente invengdo deverdo unir-se ao seu alvo
conforme normal, de forma que a afinidade de unido do anticorpo para o
antigeno devera também ser normal. A afinidade de unido esta presente
quando a constante de dissociagéo for de mais de 10°.

Desta forma, o produto alimenticio ou a preparagao farmacéutica
de acordo com a presente invengdo sera capaz de abordar seletivamente
doenca especifica ou sintoma de doenca. A sele¢ao de anticorpo determinara a
doenga ou o sintoma a ser tratado ou reduzido.

Compreender-se-a que, quando o produto for produto alimenticio,
qualquer anticorpo pode ser utilizado. Entretanto, quando o produto “for
preparagao farmacéutica, imunoglobulinas de cadeia pesada ou seus
fragmentos do tipo VHH ou VNAR ou anticorpos de dominio (dAbs) das

cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus fragmentos sao preferidos.
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Preferencialmente, o anticorpo ou seus fragmentos deverao

possuir uma ou mais das caracteristicas a seguir:

i. eles exibem boa afinidade de unido e a funcionalidade de
inibicao desejada sob as condigoes presentes no trato gastrointestinal; e

ii. eles possuem boa estabilidade proteolitica pelo fato de
serem estaveis contra a degradagéo por enzimas proteoliticas;

iii. os anticorpos deverao ser termoestaveis, o que possibilita a
sua inclusdo em uma série de produtos alimenticios. Os produtos alimenticios
podem ser preparados em processo que requer pasteurizagao e prefere-se que
a atividade dos anticorpos seja mantida em grande parte apesar do tratamento
a quente.

O uso de fragmentos ou partes de anticorpo inteiro que podem,
entretanto, exibir afinidade de ligagédo de antigenos também é contemplado.
Fragmentos deveréo ser preferencialmente fragmentos funcionais. Fragmento
funcional de imunoglobulina indica fragmento de imunoglobulina que exibe
afinidade de unido para antigeno e possui a mesma atividade biolégica da
sequéncia de comprimento total. Estes fragmentos incluem fragmentos de Fab
e scFv. A afinidade de unido esta presente quando a constante de dissociagao
for maior que 105. Esse fragmento pode ser convenientemente utilizado em
terapia, por exemplo, pois € provavel que seja menos imunogénica e mais
capaz de penetrar tecidos devido ao seu menor tamanho.

Equivalentes funcionais também sao contemplados. Equivalente
funcional indica seqiiéncia que exibe afinidade de unido para antigeno similar a
seqiiéncia de comprimento total. Adicdes ou exclusdes de aminoacidos que
ndo resultem em alteragdo de funcionalidade, por exemplo, s&o englobadas
pela expresséo equivalentes funcionais.

O anticorpo ou seu fragmento devera poder ser expresso €

secretado no intestino. Sdo bem conhecidos na técnica varios testes que
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imitam condigées do trato gastrointestinal e sao utilizados, por exemplo, para
selecionar probiéticos apropriados que podem sobreviver a condicdes do trato
gastrointestinal. Teste apropriado para determinar se anticorpo pode sobreviver
as condicdes do trato gastrointestinal & descrito por Picot, A. e Lacroix, C.
(International Dairy Journal 14 (2004) 505-515).

A fim de determinar se anticorpo sera apropriado para uso na
presente invengéo, pode ser aplicado o teste a seguir. O anticorpo produzido &
selecionado sob condicdes especificas de baixo pH, preferencialmente de1,5a
3,5, e na presenca de pepsina (protease abundante no estdmago) para resultar
em moléculas altamente benéficas que funcionam bem no trato gastrointestinal
e sdo apropriadas para uso de acordo com a presente invengao.

O anticorpo ou seu fragmento pode ser de ocorréncia natural ou
pode ser obtido por meio de engenharia genética utilizando métodos bem
conhecidos na técnica.

O anticorpo pode ser selecionado para que seja ativo contra
muitos antigenos diferentes, que incluem microorganismos, parasitas maiores,
virus e toxinas bacterianas.

O presente pedido pode ser aplicavel a administragao de
microorganismos enteropatogénicos em geral. Microorganismos
enteropatogénicos incluem virus ou bactérias enteropatogénicas. Compreende-
se que a administragéo indica terapia e/ou profilaxia.

Bactérias enteropatogénicas podem incluir, por exemplo,
Salmonella, Campilobacter, E. coli ou Helicobacter. E contemplado o uso de
anticorpos que desativam Helicobacter que causa Ulceras do estdomago.

Virus enteropatogénicos podem incluir, por exemplo, norovirus
(virus similar a Norwalk), adenovirus entéricos, coronavirus, astrovirus,
calicevirus e parvovirus. Rotavirus e a familia Norwalk de virus 'séo' as

principais causas de gastroenterite viral, mas uma série de outros virus €
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relacionada a erupgdes. De maior preferéncia, a presente invencao refere-se a
administrag@o de infecgao por rotavirus.

O presente pedido pode também ser utilizado na administragao de
outros virus nao enteropatogénicos como hepatite.

Preferencialmente, imunoglobulinas de cadeia pesada ou seus
fragmentos do tipo VHH ou VNAR ou anticorpos de dominio das cadeias leve
ou pesada de imunoglobulinas ou seus fragmentos podem ser utilizadas na
presente invengdo. Essas imunoglobulinas de cadeia pesada do tipo VHH ou
VNAR s3o obtidas utilizando métodos bem conhecidos na técnica. De maior
preferéncia, a imunoglobulina ou seu fragmento é derivada de camelideos, de
maior preferéncia Ihamas.

Van der Linden, R. H. et al, Comparison of Physical Properties
of Llama VHH Antibody Fragments and Mouse Monoclonal Antibodies,
Biochim. Biophys. Acta (1990) 1431, 37-46, obtiveram anticorpos de cadeia
pesada com alta especificidade e afinidade contra uma série de antigenos.
Além disso, imunoglobulinas de cadeia pesada s&o facilmente clonadas e
expressas em bactérias e levedura conforme exibido em Frenken, L. G. J. et
al, Isolation of Antigen Specific Llama Vuy Antibody Fragments and their
High Level Secretion by Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78,
11-21. Métodos de preparagdo dessas imunoglobulinas ou seus fragmentos
em larga escala que compreendem a transformacgao de fungo ou levedura
com seqiiéncia de DNA que pode ser expressa e codifica o anticorpo ou
fragmento também sdo descritos no Pedido de Patente WO 94/25591
(Unilever). Por fim, EP-A-0584421 descreve regides de imunoglobulina de
cadeia pesada obtidas de camelideos.

Preferencialmente, os anticorpos podem ser anticorpos de cadeia
pesada de lhama, de maior preferéncia anticorpos VHH ou seus fragmentos.

Em 1993, Hamers-Casterman et al revelaram classe inovadora de anticorpos



10

15

20

25

21

lgG em camelideos,” ou seja, camelos, dromedarios e lhamas (Naturally
Occurring Antibodies of Devoid Light Chains, Nature (1993) 363, 446-448).
Anticorpos de cadeia pesada constituem cerca de um quarto dos anticorpos
IgG produzidos pelos camelideos, lhamas. Estes anticorpos sé@o formados por
duas cadeias pesadas, mas sdo isentos de cadeias leves. A parte de ligagao

de antigenos variavel é indicada como dominio VHH e representa o menor

~ local de ligag@o de antigenos intacto de ocorréncia natural (Desmyter, A. et al,

Antigen Specificity and High Affinity Binding Provided by One Single Loop of a
Camel Single-Domain Antibody, J. Biol. Chem. (2001) 276, 26285-26290).
Anticorpos de cadeia pesada com alta especificidade e afinidade podem ser
gerados contra uma série de antigenos e sdo facilmente clonados e expressos
em bactérias e leveduras (Frenken, L. G. J. et al, Isolation of Antigen Specific
Llama Vuy Antibody Fragments and their High Level Secretion by
Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21). Os seus niveis de
expressao, solubilidade e estabilidade sao significativamente mais altos que os
de fragmentos de F(ab) ou Fv classicos (Ghahroudi, M. A. et al, Selection and
Identification of Single Domain Antibody Fragments from Camel Heavy-Chain
Antibodies, FEBS Lett. (1997) 414, 521-526).

Outra boa fonte de anticorpos de cadeia pesada pode ser
encontrada em tubardes. Demonstrou-se recentemente que tubaroes também
possuem um Unico dominio similar a VH nos seus anticorpos denominado
VNAR (Nuttall et al, Isolation and Characterization of an IgNAR Variable
Domain Specific for the Human Mitochondrial Translocase Receptor Tom70,
Eur. J. Biochem. (2003) 270, 3543-3554, Dooley et al, Selection and
Characterization of Naturally Occurring Single-Domain (IgNAR) Antibody
Fragments from Immunized Sharks by Phage Display, Molecular Immunology
(2003) 40, 25-33; Nutall et al, Selection and Affinity Maturation of IgNAR

Variable Domains Targeting Plasmodium falcinarum AMAT, Proteins: Structure,
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Function and Bioinformatics (2004) 55, 187-197). Fragmentos da
imunoglobulina tipo VNAR podem ser utilizados.

Holt et al, Domain Antibodies: Proteins for Therapy, Trends in
Biotechnology (2003): Vol. 21, n° 11: 484-490, analisam fragmentos de ligagao
de antigenos denominados “anticorpos de dominio” ou dAbs que compreendem
apenas o dominio Vi ou Vi de anticorpo e sao conseqiientemente menores
que, por exemplo, Fab e scFv. DABs sao os menores fragmentos de anticorpos
de ligagdo de antigenos conhecidos, variando de 11 kDa a 15 kDa. Eles sao
altamente expressos em cultivo de células microbianas. Cada dAb contém trés
das seis regides de determinagéo de complementaridade (CDRs) de ocorréncia
natural de anticorpo.

A imunoglobulina ou seu fragmento pode ser monovalente,
multivalente (multiespecifica), ou seja bivalente, trivalente, tetravalente, pelo
fato de que compreende mais de um local de ligagao de antigenos. Os locais
de ligagao de antigenos podem ser derivados do mesmo anticorpo parental ou
seu fragmento ou de diferentes anticorpos que unem o0 mesmo epitopo. Caso
todos os locais de unido possuam a mesma especificidade, é produzida
imunoglobulina monoespecifica. Alternativamente, imunoglobulina
multiespecifica pode ser produzida unindo-se a diferentes epitopos do 'meémo
antigeno ou mesmo antigenos diferentes. Prefere-se que os locais de uni&o ou
pelo menos um deles sejam dirigidos a patégenos (ou seus produtos, tais como
enzimas produzidas a partir deles) encontrados no trato gastrointestinal.
Prefere-se ainda que a imunoglobulina ou seu fragmento una-se a rotavirus e,
de maior preferéncia, que o neutralize.

A imunoglobulina ou seu fragmento do tipo VHH ou VNAR, ou
anticorpos de dominio (dAbs) das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas
ou seus fragmentos, pode ser de ocorréncia natural, ou seja permitida in vivo

mediante imunizacdo de animal com o antigeno desejado, ou fabricada
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sinteticamente, ou seja, obtida por meio de métodos de engenharia genética.

Métodos de sintese de genes, que 0s incorporam a hospedeiros
de microorganismos € que expressam genes eém microorganismos s&o bem
conhecidos na técnica e os técnicos no assunto seriam facilmente capazes de
colocar a presente (invengéo em pratica utilizando conhecimento geral comum.
E contemplado o uso de vetores de repeticao ou integragéao.

Segundo realizagéo da presente invengao, o produto alimenticio
ou a preparagédo farmacéutica compreende anticorpos que s&o imunoglobulinas
de cadeia pesada'ou seus fragmentos do tipo VHH ou VNAR, ou anticorpos de
dominio (dAbs) das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus
fragmentos que sdo ativos no intestino. Segundo aspecto da presente
invengéo, o produto alimenticio ou a preparagao farmacéutica compreende

sistema de fornecimento para fornecer os anticorpos mencionados acima ao

trato gastrointestinal em que o sistema de fornecimento & microorganismo € as

imunoglobulinas s&o anticorpos derivados de lhamas ou seus fragmentos.
Revelamos surpreendentemente que estes microorganismos transformados
expressarao anticorpos de cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos sobre
a sua superficie e podem reduzir a carga viral, normalizar a patologia e reduzir
a diarréia em modelo animal de infecgdo por rotavirus. Alem disso, revelou-se
que os anticorpos de cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos sdo muito
eficazes na redugéo das infecgdes em modelos in vitro e in vivo de infecgéo por
rotavirus. Revelou-se surpreendentemente que fragmentos de anticorpos VHH
de lhama reduzem a carga viral, normalizam a patologia e reduzem a diarréia
durante infecgéo por rotavirus.

Sequiéncias de VHH derivadas de lhama particularmente
preferidas que possuem afinidade de rotavirus séao fornecidas pelo presénte
relatério descritivo na listagem de seqiiéncias SEQ ID N° 1 a 21 e na Figura 12.

Alternativamente, seqiéncias de VHH que contém pelo menos 70%, 80%,
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85%, 90%, 95%, 98% ou 99% de identidade de aminoacidos com SEQ ID N° 1
e que possuem afinidade para particula de rotavirus ou antigeno também sao
realizacdes preferidas de acordo com a presente invengdo. Sequéncias de
VHH podem ser derivadas de camelideos, por meio de imunizagdo efou
selegdo de afinidade, mas também podem ser derivadas de outras espécies de
mamiferos, tais como camundongos ou seres humanos e/ou podem ser
camelizadas por meio de substituicdes de aminoacidos, conforme descrito na
técnica. Em outra realizacdo, as seqiéncias de VHH podem ser fundidas para
gerar unidades multiméricas de duas, trés, quatro, cinco ou mais unidades de
VHH, opcionalmente ligadas por meio de molécula espagadora. Em outra
realizagéo, varias sequéncias de VHH podem ser combinadas, separadamente
ou em uma molécula multimérica. Preferencialmente, as seqiéncias de VHH
possuem especificidades diferentes; sequéncias de VHH podem ser
combinadas, por exemplo, para gerar amplo espectro de afinidades para
patégeno especifico. Em realizagao altamente preferida, duas, trés, quatro,
cinco ou mais seqiiéncias de VHH que possuem afinidade para qualquer das
linhagens de rotavirus Wa, CK5, Wa1, RRV ou CK5 podem ser combinadas, na
forma de unidades monoméricas separadas ou como unidades combinadas
sobre veiculo, tal como sobre bactéria probiética efou sobre molécula
multimérica.

Além disso, concluiu-se inesperadamente que anticorpos de
cadeia pesada de lhama sao apropriados para administragdo no trato
gastrointestinal. Revelou-se que anticorpos de cadeia pesada de lhama sao
altamente resistentes a degradagdo de protease no estdmago e suportam o
ambiente acido do estdmago. Isso ocorre apesar do fato de que o sistema
proteolitico no trato gastrointestinal € ambiente mais agressivo que, por
exemplo, o encontrado na boca. A atividade no intestino é prejudicada pela

atividade proteolitica, que inclui protease e peptidase. Revelamos agora que,
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ainda mais surpreendentemente, a liberagéo ou produgao in vivo de fragmentos
de anticorpos localmente no trato gastrointestinal soluciona o problema pratico
de degradagdo de anticorpos administrados oralmente no estbmago e no
intestino. A presente inveng&o é o primeiro sistema que permite a expressao de
anticorpos no trato gastrointestinal que sao adequados para administragao de

infecgéo por rotavirus.

Ao selecionar-se microorganismos probi6ticos como sistema de
fornecimento, revelamos que estes microorganismos transformados
expressarao anticorpos de cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos sobre
a sua superficie e sdo capazes de reduzir a carga viral, normalizar a patologia
e reduzir a diarréia em modelo animal de infecgéo por rotavirus.

Os anticorpos de cadeia pesada de lhama sao expressos em
seguida pelo microorganismo no trato gastrointestinal. A expressdo do
ffagmento de anticorpo VHH derivado de thama pode ser sobre a superficie do
microorganismo efou na forma de proteina secretada do microorganismo.
Formas preferencialmente secretadas do fragmento de anticorpo VHH
encontram-se em forma multimérica para aumentar a agregagéo e a liberagéo
da carga viral.

Preferencialmente, o microorganismo ou, de maior preferéncia,

bactéria probiética & transformado com vetor de expressao que compreende o

‘gene para o anticorpo de cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos. O vetor

de expressdao pode conter promotor constitutivo a fim de expressar os
anticorpos ou seus fragmentos. Esse promotor constitutivo sustentaré a
expressao in situ de anticorpos por lactobacilos transformados que persistem
(a0 menos por curto periodo) no ftrato intestinal apdés a administragao.
Alternativamente, o promotor pode ser selecionado como sendo ativo apenas
no trato gastrointestinal e/fou no estdmagofintestino, ou seja, apropriado

somente para expressdo especifica no trato gastrointestinal. Isso garantira a
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expressdo e/ou secregdo do anticorpo de cadeia pesada de lhama ou seus
fragmentos no trato gastrointestinal, preferencialmente no intestino. Muitos
promotores constitutivos para lactobacilos sao conhecidos na técnica e
exemplo de promotor que é especificamente indutivel no trato gastrointestinal &
Pldh (Pouwels et al, Lactobacilli as Vehicles for Targeting Antigens to Mucosal
Tissues by Surface Exposition of Foreign Antigens, Methods in Enzymology
(2001) 336: 369-389).

Os vetores de expressao descritos nos exemplos sao capazes de
reproduzir-se nos lactobacilos transformados e expressar oS anticorpos ou
seus fragmentos. Compreender-se-a4 que a presente invengdo nao se limita
apenas a estes vetores de expresséo de reprodugdo. O conjunto de expressao
completo pode ser inserido em chamado plasmideo de “integragao”, por meio
do qué o conjunto de expressdo sera integrado ao cromossomo dos
lactobacilos apés a transforrhagéo, conforme conhecido na técnica (Pouwels,
P. H. e Chaillou, S., Gene Expression in Lactobacilli (2003), Genetics of Lactic

Acid Bacteria, pags. 143-188).
1L, MICROORGANISMOS PROBIOTICOS INDEPENDENTES DOS ANTICORPOS OU

FRAGMENTOS DE ANTICORPOS.

O produto alimenticio ou preparagao farmacéutica de acordo com

~a presente invengdo compreende adicionalmente microorganismo probiotico

que é independente dos anticorpos ou seus fragmentos.

O microorganismo probiético pode ser utilizado em condigéo
viavel ou inviavel, conforme o desejado. Caso os microorganismos devam ser
utilizados em estado inviavel, eles podem ser tornados invidveis por quaisquer
meios apropriados.

O microorganismo probidtico pode ser qualquer bactéria
probidtica comestivel apropriada, fungo ou levedura e, particularmente, pode

ser de qualquer dos tipos, incluindo os tipos preferidos, relacionados acima
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para o microorganismo que faz parte de qualquer sistema de fornecimento para
os anticorpos ou seus fragmentos. Bactéria probiética particularmente preferida
para uso como ‘microorganismo probiotico independente” & Lactobacillus
reutarii.

Convenientemente, a quantidade do microorganismo no sistema
de fornecimento em produtos alimenticios de acordo com a presente invengéo
é de 10% a 10" por porgao ou (por exemplo, caso o tamanho da porgao nao
seja conhecido) de 10° a 10" por cem gramas de produto, de maior preferéncia
estes niveis sdo de 10% a 10° por porgédo ou por cem gramas de produto. Em
algumas circunstancias, €& conveniente que a quantidade total de
microorganismo no produto alimenticio (ou seja, o total da quantidade do
microorganismo no sistema de fornecimento e a quantidade do microorganismo

probiético que é independente dos anticorpos ou seus fragmentos) seja de 10°

‘a 10" por porgdo ou (por exemplo, caso o tamanho da porcao ndo seja

conhecido) de 10° a 10" por cem gramas de produto, de maior preferéncia
estes niveis sdo de 10% a 10° por porgéo ou por cem gramas de produto.

O microorganismo probiético pode ser adicionado por qualquer
meio apropriado ao produto alimenticio ou preparacao farmacéutica.

PRODUTOS ALIMENTICIOS:

Varios produtos alimenticios podem ser preparados de acordo
com a presente invencdo, tais como substituintes de refeicoes, sopas,
macarrées, sorvete, molhos, coberturas, espalhantes, lanches, cereais,
bebidas, p&o, biscoitos, outros produtos de padaria, doces, barras, chocolate,
chicles, produtos lacteos, produtos dietéticos tais como produtos para
emagrecimento ou substituintes de refeiges etc. Para algumas aplicagdes, os
produtos alimenticios de acordo com a presente invengao podem também ser
suplementos alimenticios, embora a aplicagéo em produtos alimenticios do tipo

acima seja preferida.
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Em todas as aplicagdes, os microorganismos transformados
podem ser adicionados na forma de biomassa (Gmida) cultivada viavel ou como
preparagdo seca, que ainda contém microorganismos viaveis conforme
conhecido na técnica.

A Tabela 1 indica uma série de produtos, que podem ser

preparados de acordo com a presente invengao, e tamanho tipico de porgao.

TABELA 1
Produto Tamanho da amostra
Margarina 1549
Sorvete _ 150 g
Cobertura 30g
Doce 1049
Barra 759
Bebida substituinte de refeigdo - 330ml
Bebidas 200 ml

Meio alternativo de administragdo dos anticorpos ou seus
fragmentos  (incluindo  sistema de fornecimento que compreende
microorganismo transformado com anticorpos ou seus fragmentos funcionais) e
os microorganismos probi6ticos compreende implemento de liberagao para uso
com produto alimenticio que compreende microorganismos  probiéticos,
implemento este que é revestido sobre pelo menos uma superficie com
anticorpos ou fragmentos de anticorpos que sejam ativos no intestino. Prefere-
se que os anticorpos ou fragmentos de anticorpos compreendam sistema de
fornecimento para fornecer os anticorpos ou fragmentos de anticorpos para o
trato gastrointestinal.

Ainda outro meio alternativo de administracdo dos anticorpos ou
seus fragmentos e dos microorganismos probi6ticos compreende implemento

de liberagao para uso com produto alimenticio, em que o implemento de
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liberagdo é revestido sobre pelo menos uma superffcie com anticorpos ou
fragmentos de anticorpos que sejam ativos no intestino e microorganismos
probiéticos. Prefere-se que os anticorpos ou fragmentos de anticorpos
compreendam sistema de fornecimento para fornecer os anticorpos ou
fragmentos de anticorpos para o trato gastrointestinal.

Para os dois meios alternativos de administragédo acima, prefere-
se que o sistema de fornecimento compreenda anticorpos encapsulados ou
fragmentos de anticorpos efou que o sistema de fornecimento compreenda
microorganismo transformado para que seja capaz de produzir anticorpos ou
seus fragmentos.

A expressao implemento de liberag&o cobre tubo, canudos, facas,
garfos, colheres, bastbes ou outros implementos que sao utilizados para
fornecer produto alimenticio liquido ou semi-solido para consumidor. O
irﬁpiemento de Iiberagéo pbde também ser utilizado para fornecer prdduto'
alimenticio solido para consumidor. Este tubo ou canudo de liberagédo é
especialmente apropriado para uso com certas bebidas em que baixo ou alto
pH efou temperatura indica que a adi¢&o direta do microorganismo a bebida
nao é recomendada.

O implemento de liberagdo pode também ser utilizado quando o
sistema de fornecimento de acordo com a presente invengao compreender
anticorpos encapsulados ou seus fragmentos ou mesmo com 0S préprios
anticorpos ou seus fragmentos.

Apés o revestimento do implemento de liberagdo com os
componentes relevantes de acordo com o acima, o implemento é armazenado
em envelope externo que é impermeavel a umidade e outra contaminagao. O
material de revestimento que contém estas particulas € atoxico para seres
humanos e bactérias e pode ser 6leo tal como éleo de milho ou cera. Este

aspecto é descrito em US 6.283.294 B1. Apds a penetracao do implemento de
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liberagdo que contém estes componentes na bebida ou produto alimenticio
semi-solido, as particulas s&o integradas ao produto alimenticio, gerando dose
desejavel dos anticorpos ou seus fragmentos e dos microorganismos

probidticos com porgdo do produto.

Preferencialmente, os componentes acima a serem revestidos
sobre o implemento podem ser suspensos em agua, que é aplicada em
seguida ao implemento de liberagao e evaporada. Utilizando este método, o
implemento de liberagao possuira revestimento dos componentes que pode ser
liberado quando o implemento de liberagao entrar em contato com o produto
alimenticio semi-sélido ou liquido.

Ainda outra realizagdo da presente invengéo refere-se a método
de fabricagdo de produto alimenticio ou preparagao farmacéutica de acordo

com o quarto aspecto da presente invengao.

Caso se deseje que o microofgénismo ‘efou 0 microorganismo
probittico esteja(m) vivo(s) no produto, tal como se o produto for aquecido
durante o processamento, 0 microorganismo necessita ser adicionado apés a
etapa de aquecimento (apdés a dosagem). Entretanto, caso produto seja
fermentado com o microorganismo, etapa de aquecimento ap6s a fermentacao
pode nao ser aceitavel. Caso o produto seja produto liquido, a administragao
do microorganismo podera ter lugar utilizando implemento de liberagdo tal
como canudo para beber.

Realizacao adicional da presente invengéo refere-se ao uso do
produto alimenticio ou preparagéo farmacéutica de acordo com a presente
invengdo para fornecer beneficios a saude do intestino de paciente apos a
administragdo. Esses beneficios a saude incluem o beneficio a saulde
especifico que o anticorpo pode fornecer. O proprio microorganismo utilizado
em qualquer sistema de fornecimento pode também fornecer varios efeitos a

saude, tais como relativos ao bem estar intestinal como IBS (Sindrome
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Intestinal lrritavel), redugdo da ma digestdo de lactose, sintomas clinicos' de
diarréia, modulagao imunolégica, atividade antitumores, efeitos adjuvantes e
aumento da absorgéo de minerais.

O produto alimenticio ou preparagao farmacéutica de acordo com a
presente invengéo pode ser apropriado para administragao, incluindo tratamento
ou profilaxia de infecgdes causadas por bactérias enteropatogénicas ou virus.
Outros anticorpos que podem ser incorporados a presente invengdo serao
capazes de fornecer uma série de outros beneficios a saude.

A presente inveng&o baseia-se na revelagao de que imunoglobulinas
de cadeia pesada ou seus fragmentos do tipo VHH ou VNAR, ou anticorpos de
dominio (dAbs) das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus
fragmentos, de acordo com a presente invengao, podem ser utilizadas na terapia
ou profilaxia de lnfecg:oes por microorganismos enteropatogénicos. Além disso, as
|munoglobuI|nas ou seus fragmentos do tipo VHH ou VNAR ou antlcorpos de
dominio (dAbs) das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus
fragmentos, podem ser utilizadas na terapia ou profilaxia de gastroenterite viral ou
diarréia causada pelo microorganismo enteropatogénico rotavirus.

Vantagem adicional da presente invengao é que o uso de
produtds alimenticios ou preparagdes farmacéuticas que compreendem
microorganismos probi6ticos que expressam imunoglobulinas ou seus
fragmentos do tipo VHH ou VNAR, ou anticorpos de dominio (dAbs) das
cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus fragmentos, permite que o
microorganismo utilizado como parte de qualquer sistema de fornecimento, tal
como Lactobacillus, fornega os beneficios normais a saude a ele associados,
junto com os beneficios profilaticos/terapéuticos na administracao da infecgdo a
ser tratada. Esta terapia de “efeito duplo” fornece beneficios a saulde maiores
para o paciente que o conhecido na técnica.

Segundo outra realizagdo da presente invengdo, as
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imunoglobulinas de cadeia pesada ou seus fragmentos do tipo VHH s&o
derivadas de camelideos, incluindo lhamas e camelos. Muitos fragmentos de
anticorpos de cadeia pesada derivados de lhamas foram descritos na técnica. E
de maior preferéncia a imunoglobulina de cadeia pesada ou seu fragmento que
exibe afinidade de unido com constante de dissociagéo de pelo menos 10° para
rotavirus, especialmente as linhagens de rotavirus Wa, CKS, Wa1, RRV ou CKS.

Revelamos, surpreendentemente, que anticorpos de cadeia
pesada de lhama séo eficazes na édministragéo de infecgbes por rotavirus.
Quando os anticorpos utilizados forem anticorpos de cadeia pesada de lhama,
o beneficio a salde fornecido incluira efeito antidiarréico. Desta forma,
anticorpos de cadeia pesada de Ihama podem ser utilizados na administragao
de infecgbes por rotavirus, incluindo a terapia ou profilaxia de infecgdes por
rotavirus. Revelamos que fragmentos de antlcorpos de VHH de lhama podem
reduznr a carga V|ral normallzar a patologia e reduzw a diarréia durante
infecgbes por rotavirus. Rotavirus permanece sendo a causa isolada mais
comum de diarréia infantil no mundo e a maior parte das criangas fica infectada
durante os cinco primeiros anos de vida. Em paises em desenvolvimento,
diarréia induzida por rotavirus pode causar de 600.000 a 870.000 mortes por
ano e, em paises desenvolvidos, doenga de rotavirus representa imensos
prejuizos econdmicos.

Além disso, também se concluiu inesperadamente que anticorpos
de cadeia pesada de Ihama sdo apropriados para administragdo no intestino.
Revelamos surpreendentemente que os anticorpos de cadeia pesada de lhama
sio altamente resistentes a degradacéo de protease no estomago e suportam
o ambiente acido do estémago. Isso ocorre apesar do fato de que o sistema
proteolitico no intestino/estdmago € ambiente mais agressivo que, por exemplo,
o encontrado na boca. A produgdo in vivo de fragmentos de anticorpos

localmente no trato gastrointestinal soluciona o problema pratico de
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degradagdo de anticorpos administrados por via oral no estdmago. A presente
invencdo é o primeiro sistema que permite a expressao de anticorpos no trato
gastrointestinal que sejam apropriados para administragao de infecgbes por

rotavirus.

Desta forma, o uso de produtos alimenticios ou preparagdes
farmacéuticas que compreendem lactobacilos que expressam anticorpos de
cadeia pesada de lhama permite que os lactobacilos utilizados como parte de
qualquer sistema de fornecimento proporcionem os beneficios a saude normais
a eles associados, junto com os beneficios profilaticos/terapéuticos na
administracdo de infecgdes por rotavirus. A presente invengdo & o primeiro
sistema que permite a expressdo de anticorpos no trato gastrointestinal que
sdo apropriados para administragéo de infecgoes por rotavirus.

Compreender-se-4 que o produto alimenticio ou preparagao
farmacéutica b(;de ser administrado a fim de fornecer beneficio a saude do
paciente e/ou combater doenga ou infecgcao especifica. A selegédo do anticorpo
dependera da doenca a ser tratada.

Preferencialmente, o microorganismo é transformado cofn vetor
de expressao que compreende o0 gene para o anticorpo de cadeia pesada de
lhama ou seu fragmento. Pode-se utilizar vetor de integragdo ou de
reproducao.

Caso a encapsulagdo seja selecionada como sistema de
fornecimento, o método de encapsulagdo devera sobreviver a passagem para o
estdmago através do trato gastrointestinal e devera ser capaz de fornecer
liberacao sustentada do anticorpo ao longo de periodo de }tempo estabelecido.
Isso garantira que o anticorpo de cadeia pesada de lhama ou seu fragmento
seja fornecido ao longo do tempo para o estomago. Anticorpos de cadeia
pesada de lhama ou suas cadeias pesadas sdo particularmente apropriados

para este método de encapsulagéo devido a sua capacidade de sobrevivéncia
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no intestino quando liberados.

Especificamente, os anticorpos que fazem parte de qualquer
sistema de fornecimento podem ser fornecidos ao trato gastrointestinal
utilizando microorganismo transformado com anticorpos de cadeia pesada de
lhama, que compreende as etapas de i) transformacgéo do microorganismo com
o gene que codifica anticorpos de cadeia pesada de lhama; e ii) administragao
do microorganismo transformado ao trato gastrointestinal do ser humano ou
animal necessitado de terapia.

A presente invengédo sera agora adicionalmente ilustrada pela
descricédo de realizagdes apropriadas dos produtos alimenticios preferidos para
uso na presente invengdo. Acredita-se que esteja dentro da capacidade dos
técnicos no assunto o uso dos ensinamentos fornecidos para a preparagao de
outros produtos de acordo com a presente invengao.

MARGARINAS E OUTROS ESPALHANTES:

Tipicamente, estas sdo emulsdes de 6leo em agua ou agua em
5leo e também sdo cobertos espalhantes que s&o substancialmente livres de
gordura. Tipicamente, estes produtos s&o espalhaveis e nao despejaveis a
temperatura de uso, tal como 2 a 10 °C. Os niveis de gordura podem variar em
ampla faixa, tais como margarinas com gordura plena com 60 a 90% em peso
de gordura, margarinas com gordura média com 30 a 60% em peso de
gordura, produtos com baixa gordura com 10 a 30% em peso de gordura e
margarinas com gordura muito baixa ou livres de gordura com 0 a 10% em
peso de gordura.

A gordura na margarina ou outro espalhante pode ser qualquer
gordura comestivel e sdo freqlientemente utilizados 6leo de soja, 6leo de colza,
6leo de girassol e 6leo de palma. Gorduras podem ser utilizadas como tal ou
em forma modificada, tais como hidrogenadas, esterificadas, refinadas etc.

Outros 6leos apropriados s@o bem conhecidos na técnica e podem ser
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selecionados conforme o desejado.

O pH de margarina ou espalhante pode convenientemente ser de
45a6,5.

Exemplos de espalhantes diferentes de margarinas séo
espalhantes de queijo, espalhantes doces, espalhantes de iogurte etc.

Ingredientes adicionais opcionais de espalhantes podem ser
emulsificantes, corantes, vitaminas, conservantes, emulsificantes, gomas,

espessantes etc. O saldo do produto normalmente sera de agua.

Tamanho tipico de por¢gdo média de margarina ou outros
espalhantes é de quinze gramas. Lactobacillus produtores de VHH preferidos
na margarina ou espalhante séo de 10% e 10" por porgéo, de maior preferéncia
10% a 10'° por porgédo. A linhagem de Lactobacillus necessita ser adicionada

assepticamente apés as etapas de aquecimento no  processo.

Alternativamente, VHHs encapsulados podem ser adicionados a esses

produtos alimenticios. Preferencialmente, sao adicionados 25 a 5000 ug por
porgdo, de maior preferéncia de 50 a 500 pg sao adicionados por porgao. De

preferéncia superior, duas ou trés porgdes sao servidas por dia.

PRODUTOS DE CONFEITARIA CONGELADOS:

Para os propdsitos da presente invengao, a expressao produto de
confeitaria congelado inclui leite que contém confeitos congelados, tal como
sorvete, iogurte congelado, sorvete de frutas, picolé, leite congelado e pudim
congelado, gelos de agua, granitas e purés de fruta congelados.

Preferencialmente, o nivel de sélidos no confeito congelado (tal
como agticar, gordura, aromatizante etc.) € de mais de 3% em peso, de maior
preferéncia de 10 a 70% em peso, tal como de 40 a 70% em peso.

Sorvete compreendera tipicamente de 2 a 20% em peso de
gordura, 0 a 20% em peso de adogantes, 2 a 20% em peso de componentes de

leite sem gordura e componentes opcionais tais como emulsificantes,
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estabilizantes, conservantes, ingredientes aromatizantes, vitaminas, sais
minerais etc., em que o saldo & agua. Tipicamente, o sorvete sera aerado, tal
como até sobreconducgdo de 20 a 400%, de forma mais geral de 40 a 200%, e
congelado até temperatura de -2 a -200 °C, de forma mais geral de -10 a -30 °C.
Sorvete normalmente compreende célcio em nivel de cerca de 0,1% em peso.

Tamanho tipico de porcdo média de material de confeitaria
congelado & de 150 gramas. Os niveis de Lactobacillus preferidos séo de 10% a
10" por porgao, de maior preferéncia estes niveis sao de 107 a 10" por porgao,
de preferéncia superior de 10° a 10° por porgdo. A linhagem de Lactobacillus
necessita ser adicionada assepticamente apés as etapas de aquecimento no
processo. Alternativamente, VHHs encapsulados podem ser adicionados a estes
produtos alimenticios. Preferencialmente, adiciona-se de 25 a 5000 pg por
porc;ao de maior preferéncia de 50 a 500 ug sao adicionados por porgéo. De
preferenma superior, duas ou tres porgoes sdo fornemdas por dia.

BEBIDAS, TAIS COMO PRODUTOS COM BASE EM CHA OU SUBSTITUINTES DE

ALIMENTOS:

Lactobacillus podem ser convenientemente utilizados para
bebidas tais como suco de frutas, refrigerantes etc. Bebida muito vantajosa de
acordo com a presente invengdo é produto com base em cha ou bebida
substituinte de refeigdo. Estes produtos serdo descritos com mais detalhes
abaixo. Sera evidente que niveis e composigdes similares aplicam-se a outras
bebidas que compreendem bactérias de Lactobacillus e vitaminas.

Para os propdsitos da presente invengéo, a expressao produtos
com base em cha designa produtos que contém cha ou composigdes de ervas
que substituem cha, tais como sacos de cha, folhas de cha, sacos de cha de
ervas, infusdes de ervas, cha em pg, cha de ervas em po, cha gelado, cha de
ervas gelado, cha gelado carbonatado, infusdo de ervas carbonatada etc.

Tipicamente, alguns produtos com base em cha de acordo com a
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presente invengdo podem necessitar de etapa de preparagéo pouco antes do
consumo, tal como a elaboragéo de cha a partir de sacos de cha, folhas de
cha, sacos de cha de ervas ou infusdes de ervas ou a solubilizagao de chéa
em p6 ou cha de ervas em po. Para estes produtos, prefere-se ajustar o nivel
de Lactobacillus no produto, de tal forma que uma porgao do produto final a

ser consumido contenha os niveis desejados de Lactobacillus conforme

descrito acima.

Para cha gelado, cha de ervas gelado, cha gelado carbonatado e
infusdes de ervas carbonatadas, o tamanho tipico de uma por¢ao sera de 200
ml ou 200 gramas.

Bebidas substituintes de refeigdes baseiam-se tipicamente em
base liquida que pode ser espessada, por exemplo, por meio de gomas ou
f bras e as quals admnona se coquetel de minerais e vitaminas. A bebida pode
ser aromatlzada no sabor desejado tal como sabor de frutas ou de chocolate.
Tamanho de porgao tipico pode ser de 330 ml ou 330 gramas.

Para bebidas com base em cha e para bebidas substituintes de
alimentos, os niveis de Lactobacillus preferidos sao de 10°% a 10" por porgao,
de maior preferéncia estes niveis séo de 10" a 10" por porggo, de maior
preferéncia de 10% a 10° por porgao. Alternativamente, VHHs encapsulados
podem ser adicionados a estes produtos alimenticios. Preferencialmente, séao
adicionados de 25 a 5000 pg por porgéo, de maior preferéncia sao adicionados
de 50 a 500 pg por porggo. De preferéncia superior, duas ou trés porgdes sao
fornecidas por dia.

Para produtos que sao extraidos para a obtengao do produto final,
geralmente o proposito € garantir que uma porcado de 200 ml ou 200 gramas
compreenda as quantidades desejadas conforme indicado acima. Neste
contexto, dever-se-a apreciar que normalmente apenas parte do Lactobacillus

presente no produto com base em cha a ser extraido sera eventualmente
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extraido para a bebida de cha final. Para compensar este efeito, geralmente é
desejavel incorporar aos produtos a serem extraidos cerca de duas vezes a
quantidade que se deseja ter no extrato.

Para folhas de cha ou sacos de cha, tipicamente seriam utilizados
um a cinco gramas de cha para preparar uma Gnica porgao de 200 ml.

Caso sejam utilizados sacos de cha, o Lactobacillus pode ser
convenientemente incorporado ao componente de cha. Apreciar-se-3,
entretanto, que, para algumas aplicagoes, pode ser conveniente separar o
[ actobacillus do cha, tal como por meio da sua incorporagao a compartimento
separado do saco de cha ou sua aplicacdo sobre o papel de saco de cha.
Alternativamente, o microorganismo pode ser administrado em forma seca
utilizando canudo, colher ou bastao com revestimento de microorganismo seco.

COBERTURAS DE SALADA OU MAIONESE:

Geralmehte, éobérfuréé ou méioﬁéééﬁrslﬁ_awemulséeé de 6leo em
agua, em que a fase de 6leo da emulsdo é geralmente de 0 a 80% em peso do
produto. Para produtbs sem redugdo de gordura, o nivel de gordura é
tipicamente de 60 a 80%, para coberturas de salada o nivel de gordura é
geralmente de 10 a 60% em peso, de maior preferéncia de 15 a 40% em peso,
e coberturas com baixa ou nenhuma gordura podem conter, por exemplo,
niveis de triglicérides de 0, 5, 10 e 15% em peso.

Coberturas e maionese sado geralmente produtos com baixo pH
que possuem pH preferido de 2 a 6.

Coberturas ou maionese podem conter opcionalmente outros
ingredientes tais como emulsificantes (por exemplo, gema de ovo), estabilizantes,
acidulantes, biopolimeros, agentes formadores de volume, aromas, agentes
corantes etc. O saldo da composigéo é agua, que podera estar convenientemente
presente em nivel de 0,1 a 99,9% em peso, mais geraimente de 20 a 99% em

peso, de preferéncia superior de 50 a 98% em peso.
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Tamanho tipico de porgdo média de coberturas ou maionese é de
trinta gramas. Os niveis preferidos de Lactobacillus nesses produtos seriam de
10% a 10" por porgao, de maior preferéncia estes niveis sao de 10" a 10" por
por¢do, de preferéncia superior de 10% a 10° por porgdo. A linhagem de
Lactobacillus necessita ser adicionada assepticamente ap6s as etapas de
aquecimento no processo. Alternativamente, VHHs encapsulados podem ser
adicionados a esses produtos alimenticios. Preferencialmente, sao adicionados
de 25 a 5000 pg por porgdo, de maior preferéncia de 50 a 500 pg sao
adicionados por porgdo. De preferéncia superior, s&o fornecidas duas ou trés
porgdes por dia.

BARRAS OU LANCHES SUBSTITUINTES DE REFEICOES:

Estes produtos freqiientemente compreendem matriz de material

comestivel em que o Lactobacillus pode ser incorporado. A matriz pode ser, por

exemplo, com base em gordura (tal como cobertura ou chocolate) ou pode ser

baseada em produtos de confeitaria (pdo, roscas, biscoitos etc.), ou pode ser

baseada em particulas aglomeradas (arroz, graos, nozes, passas, particulas de

frutas).

Tamanho tipico de lanche ou barra de substituicao de
refeigoes podera ser de 20 a 200 g, geralmente de 40 a 100 g. Os niveis
preferidos de Lactobacillus nestes produtos seriam de 10% a 10" por
porgao, de maior preferéncia estes niveis sdo de 10" a 10'° por porgéo,
de preferéncia superior de 10® a 10'° por porgédo. A linhagem de
Lactobacillus necessita ser adicionada assepticamente apos as etapas de
aquecimento no processo. Alternativamente, VHHs encapsulados podem
ser adicionados a esses produtos alimenticios. Preferencialmente, sao
adicionados de 25 a 5000 pg por porgao, de maior preferéncia de 50 a
500 ug sao adicionados por porgéo. De preferéncia superior, duas ou trés

porcées sdo fornecidas por dia.
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Podem ser agregados ingredientes adicionais ao produto acima,
tais como materiais aromatizantes, vitaminas, sais minerais etc.
Para cada um dos produtos alimenticios acima, a quantidade de
Lactobacillus por porgao foi fornecida como exemplo preferido. Compreender-
5 se-a4 que alternativamente qualquer microorganismo apropriado ou virus pode

estar presente neste nivel.

LIMONADA EM PO:

Lactobacillus podem também ser utilizados em p6s secos em

sachés, a serem dissolvidos instantaneamente em agua para gerar

10 limonada refrescante. Este p6 pode possuir veiculo com base em
alimento, tal como maltodextrina ou qualquer outro. Ingredientes
adicionais opcionais podem ser corantes, vitaminas, sais minerais,

conservantes, gomas, espessantes etc.

Tamanho tipico para porgdgo média, margarina ou outros
15 espalhantes é de trinta a cinquenta gramas. Lactobacillus produtores de VHH
preferidos na limonada em p6 sao de 10° a 10" por porgéo, de maior
preferéncia de 10% a 10'° por porg&o. A linhagem de Lactobacillus necessita ser
pulverizada sobre o veiculo de forma a ser mantida viva, de acordo cbm
métodos conhecidos dos técnicos no assunto. Alternativamente, VHHSs
20 encapsulados podem ser adicionados a esses produtos alimenticios.

Preferencialmente, sdo adicionados de 25 a 5000 pg por porg&o, de maior

preferéncia de 50 a 500 pg séo adicionados por porgao.

Em todos os produtos acima, o microorganismo transformado
pode ser adicionado na forma de biomassa cultivada viavel (Umida) ou de
25 preparagdo seca, que ainda contém os microorganismos viaveis conforme

conhecido na técnica.

A presente invengao sera adicionalmente ilustrada nos

exemplos.
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EXEMPLOS

EXeMPLOS 1 A 3: GERACAO DE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS COM TESTE IN VITROE

IN Vivo SUBSEQUENTE

EXEmPLO 1

SELECAO DE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS DE CADEIA PESADA ESPECIFICOS DE

ROTAVIRUS DE BIBLIOTECA DE EXIBICAO DE FAGOS IMUNES DE LHAMA E PRODUCAOQ

EM LEVEDURA

RRV de linhagem de rotavirus de Rhesus (sorotipo G3) foi
purificado, amplificado e concentrado conforme descrito anteriormente
(Svensson, L., Finlay, B. B., Bass, D., Vonbonsdorff, C. H., Greenberg, H. B.,
Symmetrical Infection on Polarised Human Intestinal Epithelial (CaCo-2) Cells,
J. Virol. (1991) 65, 4190-4197.

Lhama foi imunizada por via subcutanea e intramuscular no dia 0,
42, 63, 97 e 153 com 5 x 10" pfu de rotavirus linhagem RRV.

Antes da imunizagdo, as particulas virais foram absorvidas em
emulsdo em oleo (1:9 V/V, antigeno em PBS: Specol (Bokhout, B. A, Van
Gaalen, C. e Van Der Heijden, Ph. J., A Selected Water-in-Oil Emulsion:
Composition and Usefulness as an Immunological Adjuvant, Vet. Immunol.
Immunopath. (1981) 2: 491-500 e Bokhout, B. A, Bianchi, A. T. J., Van Der
Heijden, Ph. J., Scholten, J. W. e Stok, W., The Influence of a Water-in-Oil
Emulsion on Humoral Immunity, Comp. Immun. Microbiol. Infect. Dis. (1986) 9:
161-168, conforme descrito acima (Frenken, L. G. J. et al, Isolation of Antigen
Specific Llama Vuy Antibo dy Fragments and their High Level Secretion by
Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21). A reagao
imunolégica foi seguida por titulagdo de amostras de soro em ELISA com
rotavirus RRV revestido em titulo de 4 x 10° pfu/ml em 0,9% NaCl seguindo o
protocolo descrito acima (De Haard, H. J., van Neer, N., Reurs, A., Huﬁon; S.

E., Roovers, R. C., Henderikx, P., de Bruine, A. P., Arends, J. W. e
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Hoogenboom, H. R., A Large Non-Immunized Human Fab Fragment Phage
Library that Permits Rapid Isolation and Kinetic Analysis of High Affinity
Antibodies, J. Biol. Chem. (1999) 274: 18218-18230; Frenken, L. G. J. et al,
Isolation of Antigen Specific Llama Vun Antibody Fragments and their High
Level Secretion by Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21).

Populagao de linfocitos enriquecida foi obtida a partir da amostra
de sangue de 153 dias de cerca de 150 ml por meio de centrifugagao sobre
gradiente descontinuo Ficoll (Pharmacia). A partir destas células, o RNA total
(250 a 400 ng) foi isolado por meio de extragdo com tiocianato de guanfdio
acido, Chomczynski, P. e Sacchi, N., Single-Step Method of RNA Isolation by
Acid Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction, Anal. Biochem.
(1987) 162: 156-159. Em seguida, cDNA de primeira fita foi sintetizado
utilizando o kit de cDNA de primeira fita Amersham (RPN 1266). Em mistura de

~ reagao de 20 pl, utilizou-se 0.4 a 1 pg de RNA. O primer ‘aleatério 6-mer foi

utilizado para servir de primer para a primeira fita de DNA. Apos a sintese de
cDNA, a mistura de reagao foi utilizada diretamente para amplificagdo por meio
de PCR. Genes VHH foram amplificados com os primers:

Lam-16: (GAGGTBCARCTGCAGGASAGYGG);

Lam-17: (GAGGTBCARCTGCAGGASTCYGG);

Lam-07: (primer até a regiao de articulagéo curta); e

Lam-08: (especifico de articulagao longa).

(Frenken, L. G. J. et al, Isolation of Antigen Specific Llama Vux
Antibody Fragments and their High Level Secretion by Saccharomyces
cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21). Realizou-se amplificagao de DNA
conforme descrito por De Haard, H. J., van Neer, N, Reurs, A., Hufton, S. E,,
Roovers, R. C., Henderikx, P., de Bruine, A. P, Arends, J. W. e Hoogenboom,
H. R., A Large Non-Immunized Human Fab Fragment Phage Library that
Permits Rapid Isolation and Kinetic Analysis of High Affinity Antibodies, J. Biol.
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Chem. (1999) 274: 18218-18230.

Os produtos amplificados foram digeridos com Psti e Notl (New
England Biolabs, Estados Unidos) e clonados em vetor de fagomideo
pUR5071, que é baseado em pHEN1 (Hoogenboom, H. R., Griffiths, A. D.,
Johnson, K. S., Chiswell, D. J., Hudson, P. e Winter, G., Multi-Subunit Proteins
on the Surface of Filamentous Phage: Methodologies for Displaying Antibody
(Fab) Heavy and Light Chains, Nucleic Acids Res. (1991) 19: 4133-4137) e
contém cauda de hexahistidina para Cromatografia de Afinidade Imobilizada
(Hochuli, E., Bannwarth, W., Débeli, H., Gentz, R. e Stiiber, D., Genetic
Approabh fo Facilitate Purification of Recombinant Proteins with a NoVef Metal
Chelate Adsorbent, Bio/Technol. (1988) 6: 1321-1325) e marca derivada de c-
myc (Munro, S. e Pelham, H. R., An Hsp70-like Protein in the ER: Identity with
the 78 kd Glucose-Regulated Protein and Immunoglobulin Heavy Chain Binding

73roten Cell (1586) 71629]3603 "piér'a ” d”etecg'éb. Ligagao e ﬁath&rriéi;éb
foram realizadas conforme descrito anteriormente (De Haard, H. J., van Neer,
N., Reurs, A., Hufton, S. E., Roovers, R. C,, Henderikx, P., de Bruine, 'A. P.,
Arends, J. W. e Hoogenboom, H. R., A Large Non-Immunized Human [ab
Fragment Phage Library that Permits Rapid Isolation and Kinetic Analysis of
High Affinity Antibodies, J. Biol. Chem. (1999), 274: 18218-18230). O resgate
com fago auxiliar VCS-M13 e precipitagdo de PEG foi realizado conforme
descrito por Marks, J. D., Hoogenboom, H. R., Bonnert, T. P., McCafferty, J.,
Griffiths, A. D. e Winter, G., By-Passing Immunization: Human Antibodies from
V-Gene Libraries Displayed on Phage, J. Mol. Biol. (1991), 222: 581-597.
Selegbes de fagos especificos de rotavirus foram realizadas por
meio do método de biomistura (Marks, J. D., Hoogenboom, H. R., Bonnert, T.
P., McCafferty, J., Griffiths, A. D. e Winter, G., By-Passing Immunization:
Human Antibodies from V-Gene Libraries Displayed on Phage, J. Mol. Biol.

(1991), 222: 581-597) por meio de revestimento de RRV de linhagem de
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rotavirus (2,5 x 10 pfu/ml na rodada 1; 5 x 10* pfu/ml na rodada 2; 500 pfu/ml
na rodada 3). Imunotubos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram revestidos por
uma noite a 4 °C com diluicio 1:1000 de soro de coelho anti-rotavirus ou soro
de cobaias anti-rotavirus em tampao de carbonato (16% (v/iv) 0,2 M NaHCO; +
9% (viv) 0,2 M Na,COs). Particulas virais foram capturadas por meio de soro
anti-rotavirus policlonal. Além das sele¢des padréo, o fragmento de anticdrpo
que exibe fagos foi selecionado em ambiente acido. Isso foi realizado por meio
de selecdo em solugéo de HCI diluida (pH 2,3). Ap6s este processo de selegao
adaptado, foi seguido o procedimento padrao.

VHH soltvel foi produzido por clones TG1 de E. coli conforme
descrito por Marks, J. D., Hoogenboom, H. R., Bonnert, T. P., McCafferty, J.,
Griffiths, A. D. e Winter, G., By-Passing Immunization. Human Antibodies from
V-Gene Libraries Displayed on Phage, J. Mol. Biol. (1991) 222: 581-597.
Sobrenadantes de cultivo foram testados em ELISA. Placas Microlon F (Greiner
Bio-One GmbH, Alemanha) foram revestidas com 50 pl/cavidade de diluigao
1:1000 de soro policlonal de coelho anti-rotavirus ou soro policlonal de cobaia
anti-rotavirus em tampao de carbonato (16% (v/v) 0,2 M NaHCOs + 9% (viv)
0,2 M Na,CO5) e incubadas em seguida com rotavirus linhagem RRV ou CK5
(cerca de 10° pfu/ml). Apds a incubagéo dos sobrenadantes que contém VHH,
VHHs foram detectados com mistura do anticorpo monoclonal anti-myc de
camundongo 9E10 (500 ng/ml, produgéo doméstica) e conjugado de HRP anti-
camundongo (250 ng/ml, Dako, Dinamarca). Alternativamente, realizou-se
deteccdo com conjugado anti-6xHis-anticorpo HRP (1000 ng/ml, Roche
Molecular, Estados Unidos). Andlise de impressao digital (Marks, J. D,
Hoogenboom, H. R., Bonnert, T. P., McCafferty, J., Griffiths, A. D. e Winter, G.,
By-Passing Immunization: Human Antibodies from V-Gene Libraries Displayed
on Phage, J. Mol. Biol. (1991) 222: 581-597) com a enzima de restricao HinFl

(New England Biolabs, Estados Unidos) foi realizada em todos os clones.
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Realizou-se seqiienciamento na Baseclear B. V. (Leiden, Paises Baixos).

Foi selecionado conjunto de fragmentos de anticorpos
especificos de rotavirus. Seqiéncias de DNA que codificam estes
fragmentos de anticorpos foram isoladas a partir de pUR5071 (Pstil/BstEll,
New England Biolabs, Estados Unidos) e clonadas em pUR4547 que €
idéntico ao pUR4548 descrito anteriormente (Frenken, L. G. J. et al, Isolation
of Antigen Specific Llama Vuy A ntibody Fragments and their High Level
Secretion by Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21),
mas nao codifica nenhuma sequéncia de marca C-terminal. Este vetor de
expressdo de levedura epissomal contém o promotor GAL7, a sequéncia de
sinal SUC2 para expressdo em alto nivel e secregao no meio de
crescimento, respectivamente. A linhagem VWK18gal1 de S. cerevisiae foi

transformada e induzida para producdo de fragmentos de anticorpos

“conforme descrito anteriormente (Van der Vaart, J. M., Expression of VHH

Antibody Fragments in Saccharomyces cerevisiae. Em Methods in Molecular
Biology (2001), vol. 178, pags. 359-366, editado por P. M. O'Brien e R.
Aiken, Humana Press Inc., Totowa NJ). Fragmentos de anticorpos foram
purificados e concentrados por meio de filtragem sobre filtros microcon com
corte de 10 kDa (Amicon, Estados Unidos).

EXEMPLO 2

INIBICAO IN VITRO DE ROTAVIRUS

Rotavirus bovino Compton CK5 foi obtido a partir do Instituto
Moredun, Midlothian, Escécia, e as células BS-C1 foram adquiridas da Colegao
Européia de Cultivo de Células Animais.

As células BS-C1 foram cultivadas em Meio Essencial Modificado
de Earles suplementado com soro de feto de bezerro desativado por calor a
10%, solugao de aminoacidos MEM a 1% (100X), 20 mmol I de L-glutamina,
100 Ul mI”" de penicilina, 100 pg mi* de estreptomicina e 2,5 pg ml” de
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anfotericina B (todos da Sigma, Estados Unidos).

Estogue de rotavirus CKS5 foi diluido em Meio Livre de Soro (SFM)
EMEM suplementado com 1% solugéo de aminoacidos MEM (100x), 20 mmol I
! de L-glutamina e 0,5 pg/ml de tripsina cristalina e, em seguida, adicionou-se 5
ml de sementes diluidas a monocamadas confluentes de células BS-C1 em
frascos de cultivo de tecidos de 162 cm? (Costar, Reino Unido). O virus foi
adsorvido sobre as células por uma hora a 37 °C e, em seguida, o meio foi
completado até 75 ml. As garrafas foram incubadas a 37 °C até observar-se
efeito citopatico completo. Cultivos foram congelados (-70 °C) e descongelados
por duas vezes, depois reunidos e centrifugados a 1450 g por quinze minutcs a
4 °C para remover fragmentos celulares. O sobrenadante foi decantado e
armazenado em parcelas a -70 °C.

Monocamadas de células BS-C1 foram cultivadas em placas de
cultivo de tecidos com doze cavidades a 37 °C em atmosfera de 95% de ar e
5% de diéxido de carbono. O meio foi removido e substituido com SFM por
pelo menos duas horas antes do uso. O virus CK5 foi diluido para gerar cerca
de 50 pfu/mi em SFM. Os fragmentos anti-rotavirus selecionados foram
diluidos em SFM e, em seguida, volumes iguais de virus e diluigao de
fragmentos foram misturados (volume total de 200 pl) e incuAbados por uma
hora a 3'7 °C.

As misturas de virus e fragmento foram colocadas em placas em
seguida sobre as monocamadas de células (trés cavidades iguais cada). As
placas foram incubadas por uma hora a 37 °C em atmosfera de 95% de ar e
5% de diéxido de carbono. Em seguida, o virus foi removido e sobrecamada
que consiste de 0,75% Agarose de Placa Maritima (FMC) em EMEM contendo
100 Ul mi" de penicilina, 100 pg ml" de estreptomicina, 2,5 pg mli" de
anfotericina B e adicionou-se 0,1 ug/ml de tripsina cristalina. As placas foram

incubadas em seguida a 37 °C em atmosfera de 95% de ar e 5% de diéxido de
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carbono por quatro dias. Ap6s fixagao e manchas com violeta de cristal a 1%
em formaldeido a 10%, a agarose foi removida, as cavidades foram lavadas
com agua e as placas foram contadas.

De 23 clones testados de acordo com o método descrito acima,
nove produziram fragmentos de anticorpos capazes de neutralizar esta
linhagem de rotavirus. Os fragmentos 2B10 e 1D3 neutralizaram mais
eficientemente rotavirus nos testes de placas (Fig. 1).

A Figura 1 exibe neutralizacdo de virus de rotavirus CK5
determinada por teste de placas in vitro. A taxa média de neutralizagédo das
quatro medigcdes obtidas é indicada em cada ponto de dados. Caso haja
esbalhante de mais de 10% em ponto de dados, sdo indicadas as duas
medicbes mais extremas (barra tracejada). Os fragmentos de anticorpos
testados foram divididos por dois gréaficos, A e B. Nos controles A negativos, o
virus foi omitido (auséncia de virus) ou adicionou-se VHH néo especifico de
rotavirus. O fragmento de VHH néo especifico € especifico para o horménio da
gravidez humana hCG. Foi descrito o isolamento deste fragmento (Spinelli, S.,
Frenken, L., Bourgeois, D., de Ron, L, Bos, W., Verrips, T., Anguille, C.,
Cambillau, C. e Tegoni, M., The Crystal Structure of a Llama Heavy Chain
Domain, Nat. Struct. Biol. (1996) 3: 752-757; Frenken, L. G. J. et al, /so)atioh of
Antigen Specific Llama Vy Antibody Fragments and their High Level Secretion
by Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21).

Desta forma, utilizando este método, foi identificada uma série de
fragmentos de VHH que podem inibir infeccdes por rotavirus em sistema in vitro.

EXEMPLO 3

INIBICAO DE ROTAVIRUS IN VIVvo EM CAMUNDONGOS

Alguns dos fragmentos de VHH selecionados por meio da
abordagem descrita no Exemplo 2 foram utilizados em experimentos in vivo

para estudar a eficacia destes fragmentos de anticorpos na prevengao ou
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tratamento de diarréia induzida por rotavirus em camundongos. Este modelo de
sistema vem sendo utilizado freqientemente para o estudo de infecgdes por
rotavirus (Ebina, T., Ohta, M., Kanamaru, Y., Yamamotoosumi, Y., Baba, K.,
Passive Immunisations of Suckling Mice and Infants with Bovine Colostrum
Containing Antibodies to Human Rotavirus, J. Med. Virol. (1992) 38: 117-123).
Fémeas de camundongos BALB/c negativas para rotavirus
prenhas por quatorze dias foram obtidas por meio da Méllegard, Dinamarca. Os
camundongos foram abrigados individualmente na instalagao de animais do
Hospital de Huddinge. Foi obtida aprovagao do comité ético local do Instituto
Karolinska no Hospital Huddinge, Suécia. Alimentagdo em pelotas normal e

agua foram fornecidas a vontade.

A fim de examinar se os fragmentos podem inibir infecgoes
quando unidos a rotavirus (RV), fragmentos de VHH selecionados foram
previamente misturados com quantidades tituladas (2 x 107 ffu) ou RRV antes
da sua utilizagéo para infecgdes no dia 1.

Filhotes de camundongos com quatro dias de idade foram
tratados diariamente com fragmentos de VHH, incluindo o dia 0 (dia antes da
infecgao) até o dia 4 (Fig. 2), inclusive, e determinou-se a diarréia. Notavel
reducdo da ocorréncia de diarréia foi observada para o fragmento de anticorpo
2B10, exibido na Figura 2. O numero de filhotes com diarréia €
significativamente mais baixo no dia 2 no grupo que recebe fragmento 2B10 em
comparagéo com o grupo néo tratado. Além disso, nos dias 3, 4 e 5, nenhum
dos filhotes no grupo tratado com 2B10 exibiu sinais de diarréia em
comparagdo com a maior parte dos filhotes nos demais grupos tratados com
RRV (Fig. 2). Nenhum efeito estatisticamente significativo do fragmento de
VHH n3o relacionado RR6 (dirigido contra tinturas azo; Frenken, L. G. J. et al,
Isolation of Antigen Specific Llama Vuy Antibody Fragments and their High

Level Secretion by Saccharomyces cerevisiae, J. Biotechnol. (2000) 78, 11-21)
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foi encontrado em comparagao com o grupo nhao tratado.

Além disso, a quantidade média de dias de diarréia por filhote de
camundongo foi calculada para cada grupo de tratamento como o namero de
dias de diarréia por filhote dividido pelo nimero total de filhotes por grupo de
tratamento. Para os grupos tratados com fragmento 2B10, concluiu-se que é
significativamente reduzido para 0,33 + 0,21 dias em comparagdo com 2,87
0,29 dias para o grupo nao tratado.

E importante observar que, a partir de agora nos exemplos a
seguir, o plasmideo derivado de pUR5071 que contém o gene codificador do
fragmento 2B10 foi denominado pURG55 e o anticorpo codificado foi
renomeado fragmento VHH1 (Peter Pouwels et al, Lactobacilli as Vehicles for
Targeting Antigens to Mucosal Tissues by Surface Exposition of Foreign
Antigens).

EXEMPLO 4 (A AK)

Experimentos adicionais separados similares aos Exemplos 1 a 3

foram conduzidos conforme segue:

A. CONSTRUGAO DE VETORES DE EXPRESSAO VHH1 E SCFv-2A10 ANTI-

ROTAVIRUS.

RNA total foi extraido de hibridoma que secreta mAb 2A10 anti-
rotavirus (classe IgA) (Giammarioli et al (1996), Virol 225: 97-110)).
Sequiéncias codificadoras de regides variaveis das cadeias pesada (VH) e leve
(VK) foram amplificadas utilizando kit 5° RACE (Sistema 5" RACE para
Amplificacao Rapida de Extremidades de cDNA (Versao 2.0, Invitrogen® Life
Technologies, Carlsbad CA). Os primers para o 5' RACE de VH foram:

ACRACE1: 5'-CAGACTCAGGATGGGTAAC-3';

ACRACE2: 5'-CACTTGAATGATGCGCCACTGTT-3’;

ACRACE3: 5-GAGGGCTCCCAGGTGAAGAC-3’; enquanto os

primers:
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mkRACE1 (5-TCATGCTGTAGGTGCTGTCT-3');

mkRACE2 (5-TCGTTCACTGCCATCAATCT-3'); e

mkRACE3 (5'-TGGATGGTGGGAAGATGGAT-3')

foram utilizados para amplificar a regido variavel da cadeia leve. O
produto de PCR com extremidade A resultante foi clonado em vetor pGEM®-T
easy com sobreposigées 3'-T e seqlienciado. As sequéncias VH e VK foram
fundidas entre si com ligante que codifica gene (com a sequéncia de
aminoacidos (G4S)3). As duas cadeias foram novamente amplificadas a partir
dos produtos 5’ RACE clonados utilizando os primers:

Clal-VHs (5-TTTTATCGATGTGCAGTTGGTGGAGTCTGG-3'); e

Ligante-VHas (5’-CGATCCGCCACCGCCAGAGCCACCTCCGCC
TGAACCGCCTCCACCTGAGGAGACGGTGACCGTGG-3);

Ligante-VKs (5-GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGG
CGGTGGCGGATCGGACATTGTGATGACCCAGTC-3); e

EcoRI-Vkas (5-TTTTGAATTCTTTTATTTCCAGCCTGGTCC-3)).
Os produtos de PCR VH e VK resultante foram misturados entre si e utilizados
como modelo para PCR de fuséo utilizando os primers Clal-VHs e EcoRI-VKas.
Os produtos de PCR fundidos foram clonados em vetor pGEM®-T easy apos a
adicdo de sobreposicdo A utilizando Tag DNA polimerase. A seqliéncia
codificadora de scFv-2A10 fundida foi finalmente cortada dos plasmideos
utilizando EcoRI mais Clal e subclonada em pBluescript Il SK (+) (Stratagene,
La Jolla CA) que contém marca E (pBS-marca E).

O VHH1 foi amplificado a partir de pUR655 utilizando primer com
sentido que contém local de restrigao de Clal e primer sem sentido que contém
local de restricdo de EcoRI e, em seguida, inserido no vetor pBS-marca E. Para
a geracgao de fragmentos de anticorpos expressos na superficie, scFv-2A10-
marca E e VHH-1-marca E foram extirpados do vetor pBS-marca E utilizando

locais de restricao Clal e Xhol e fundidos a sequéncia de ancoramento, 0s
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dltimos 244 aminoacidos da proteina proteinase P de L. casei (Kruger et al,
Nature Biotechnol. (2002) 20: 702-706) no vetor de expresséo de Lactobacillus
pLP502 (Fig. 3A e 3C). Para gerar o fragmento de anticorpo secretado, cédon
de parada (TAA) foi inserido por meio de amplificacao de PCR ap6s a marca E
e os produtos foram inseridos em pLP502 entre os locais de restricao Clal e
Xhol (Fig. 3B e 3D). O vetor pLP502 contém o promotor constitutivo do gene
lactato desidrogenase (Pldh) (Pouwels et al, Lactobacilli as Vehicles for
Targeting Antigens to Mucosal Tissues by Surface Exposition of Foreign
Antigens, Methods in Enzymology (2001) 336: 369-389). Transformagéo em L.
paracasei foi realizada conforme descrito anteriormente (Kriiger et al, 2002

conforme acima).

B. COMPARAGCAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DE TRANSGENES ESPECIFICOS DE

ANTICORPOS EM LACTOBACILOS TRANSFORMADOS.

RNA total foi extraido de diferentes construgdes de lactobacilos
até ODggo de 0,8 (QIAGEN) e transcrigéo reversa foi realizada ap6s a digestao
de DNA residual com RQ1 DNase (Promega). A quantidade de RNAm para os
diferentes fragmentos de anticorpos foram medidos utilizando o kit central
qPCR® para SYBR® verde | (MedProbe, Oslo, Noruega) e sistema de
detecgao de seqiiéncias ABI PRISM 7000 (PE Applied Biosystems, Foster City
CA). Tempos de perfil tipicos utilizados foram: etapa inicial, 95 °C, dez minutos
seguido por segunda étapa, 95 °C por quinze segundos e 58 °C por um minuto,
quarenta ciclos. cDNA reunido foi utilizado para a geracao de curva padrao de
16SrRNA e o inserto de anticorpo utilizando os primers:

- p0 (5'GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'); e

- p6 (5CTACGGCTACCTTGTTACGA 3’) para o 16SrRNA; e

- primers prtpsp (5 TCTTGCCAGTCGGCGAAAT 3’); e

- Xhol-VHH (5CCGCTCGAGTGCGGCACGCGGTTCC 3') para

o inserto.
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C. PURIFICACAO DE FRAGMENTOS DE ANTICORPOS SECRETADOS.

Para purificagdo de fragmentos de anticorpos secretados por
VHH1, L. paracasei que contém as construges foram cultivados até ODgo de
0,8. Apos a centrifugagao, o pH dos sobrenadantes foi ajustado em 7 e foram
filtrados através de filtro de 0,45 um. Os fragmentos de anticorpos secretados
foram purificados em seguida de acordo com as instrugées fornecidas no
Modulo de Purificacdo RPAS (Amersham-Bioscience, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido). Dialise por uma noite a 8 °C foi realizada com
membrana Spectra/Por® MWCO 6-8000 (Spectrum Medical Industries, Inc.,
Los Angeles CA) contra 1xPBS. Os fragmentos de anticorpos purificados foram
conduzidos em gel de SDS-poliacrilamida a 15% para verificar a pureza da
amostra e a concentracdo de proteina total foi determinada por meio do teste
de proteinas BioRad (BioRad Laboratories, Hercules CA).

D. EXTRACAO DE PROTEINAS E DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO DE

PROTEINAS.
L. paracasei que contém as construgoes 2A10-ancora, VHH1-
ancora, 2A10-secretadas, VHH1-secretadas, irrelevantes-secretadas e
irrelevantes-ancora foram cultivados em caldo MRS que contém 3 pg/ml de
eritromicina até ODggo de 0,8. As bactérias foram lisadas em 10 mM de Tris-

HCI, pH 8,0, que contém 10 mg/ml de lisozima a 37 °C por uma hora e, em

* seguida, rompidas por meio de sonicagao (6 X ciclos de liga/desliga de 30 s)

com ciclo de trabalho a 60% (Digital Sonifier®, modelo 250, Branson
Ultrasonics Corporation, Danbury CT). Fragmentos foram removidos por meio
de centrifugacdo. Os sobrenadantes foram concentrados a 50x utilizando
ultrafiltragem (Amicon, Beverly MA). Utilizou-se teste de proteina BioRad para
determinar a concentragéo de proteina conforme descrito acima.

E. TESTE IMUNOABSORVENTE LIGADO POR ENZIMAS E CITOMETRIA DE FLUXO.

Placas de 96 cavidades ELISA foram revestidas com soro anti-
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rotavirus humano de coelho (1/1000). Diluigdo 1:100 de estoque rotavirus de
/?hesus (RRV) foi utilizada para revestimento secundario. Apos o bloqueio, as
placas foram incubadas com os extratos de proteina ou sobrenadantes
concentrados. Anticorpos anti-marca E de camundongos (Amersham
Pharmacia Biotech, Bucks, Reino Unido) ou anticorpos anti-lhama de coelhos,

anticorpos anti-camundongos de cabra conjugados a rabanete silvestre (HRP)

‘ou anticorpos anti-coelhos de suinos (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca) e

substrato de 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB) foram adicionados e a
absorcao foi medida a 630 nm utilizando leitor de microplacas Vmax (Molecular
Devices, Sunnyvale CA). Todos os anticorpos foram diluidos 1/1000.
Anticorpos 2A10 monoclonais e VHH1-marca E purificados foram utilizados
como padrdo para determinar a concentragao de fragmentos de anticorpos
produzidos pelos diferentes transformadores de lactobacilos.

Conduziu-se citometria de fluxo de acordo com protocolos padrao
utilizando anticorpos anti-marca E e as amostras foram analisadas utilizando
maquina FACS Calibur (Becton Dickinson, Estocolmo, Suécia).

Os resultados sao exibidos na Figura 4a.

F. MICROSCOPIA ELETRONICA SEM TEM.

Para cultivos em Microscopio Eletrénico de Varrimento (SEM) de
transformadores de lactobacilos que expressam VHH1 ancorado sobre a
superficie e o L. paracasei nao transformado foram misturados com RRYV e,
apos a incubagao, fixados e adicionados sobre lamina revestida com RC58
revestida com poli-L-lisina. As laminas foram analisadas por meio de SEM
(JEOL JSM-820, Toquio, Japao) a 15 kV.

Para Microscopio Eletrénico de Transmissédo (TEM), RRV foi
adicionado sobre telas, mergulhado em sobrenadante (concentrado 25 vezes)
a partir dos lactobacilos que expressam VHH1 secretado ou sobrenadante do

L. paracasei nao transformado. Adicionou-se em seguida anticorpo anti-marca
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E de camundongo (1:1000) e 10 nm de anticorpos IgG anti-camundongo de
cabra marcados com ouro (1:1000) (Amersham Biosciences). As telas foram
analisadas por meio de TEM (microscépio eletrénico de transmisséo Tecnai 10,
Fei Company, Paises Baixos) a 80 kV.

Os resultados s&o exibidos na Figura 4b e na Figura 11.

G. PRODUCAO E PURIFICAGAO DE VIRUS.

Rotavirus de Rhesus foi cultivado em células MA104 conforme
descrito anteriormente. RRV purificado em placas foi utilizado ao longo de todo
o estudo. Estoque de virus isolado foi produzido para todo o estudo por meio
de infecgdo de células MA104 com RRV em uma série de infecges (MOI) de
0,1 em meio M199 livre de soro (Gibco Laboratories, Grand Island NY) que
contém 0,5 pug de tripsina (Sigma Chemical Co., St. Louis MO) por mililitro.
Quando o efeito citopatogénico atingiu cerca de 75% da monocamada, células
foram congeladas e descongeladas por duas vezes € 0s lisatos celulares foram
limpos por meio de centrifugagéo sob baixa velocidade. A suspensao de virus
foi dividida em parcelas e armazenadas a -80 °C até o uso. Foi realizada
determinagdo de titulos de virus por meio de teste de reducgao do foco de
imunoperoxidase. Um Unico estoque de virus foi produzido para todo o estudo.

H. TESTES DE NEUTRALIZAGAO IN VITRO.

Lactobacilos que expressam anticorpos foram adicionalmente
testados para determinar o efeito inibidor sobre rotavirus por meio de teste de
microneutralizagdo conforme descrito anteriormente (Giammarioli et al, 1996
conforme acima). Para fragmentos de anticorpos ancorados, as bactérias fofam
diluidas em série em meios MEM e incubadas por uma hora a 37 °C com 200
ffu de RRV ativado por tripsina (100 ul). Ao final da incubagao, bactérias foram
removidas por meio de centrifugagéo e o sobrenadante foi utilizado para
inocular monocamadas celulares MA104 cultivadas em placas com 96

cavidades. Sobrenadantes de cultivos concentrados de lactobacilos que
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secretam fragmentos de anticorpos, puros ou diluidos em MEM, foram
utilizados para incubagdo com RRV e inoculagéo de monocamadas de células
MA104. As placas inoculadas foram incubadas a 37 °C por uma hora, lavadas
com meio MEM, recebem meio MEM novo suplementado com anti_bic';ticos
(gentamicina e penicilina/estreptomicina) e sao incubadas a 37 °C em
atmosfera de CO, por dezoito horas. Monocamadas foram fixadas e
manchadas com imunoperoxidase conforme descrito (Svensson et al, 1991
conforme acima). Redugdo na quantidade de células infectadas com RRYV de
mais de 60% com relacdo ao nimero em pogos de controle foi considerado
como indicando neutralizagéo. Fragmentos de VHH1 purificados produzidos
por lactobacilos foram utilizados na forma de controle positivo.
Resultados sao exibidos na Figura 5.

1. TESTES IN VIVO.

Todos os experimentos com animais foram aprovados pelo comité
ético local do Karolinska Institutet no Hospital Huddinge, Suécia. Fémeas de
camundongos BALB/c prenhas foram adquiridas da Mgllegard, Dinamarca.
Filhotes com quatro dias de idade foram utilizados para o estudo. Os filhotes
receberam 10 pl de tratamentos diferentes uma vez por dia, a partir do dia -1
até o dia 3. Lactobacilos foram administrados uma vez, um dia antes do desafio
com rotavirus. Infeccdes foram realizadas oralmente no dia 0 utilizando 2 x 10’
ffu RRV em volume de 10 pl.

A ocorréncia de diarréia foi registrada diariamente até o dia 4. Os
filhotes sofreram eutanasia utilizando pentobarbital intraperitoneal no dia 5.
Secdes de intestinos delgados foram estabilizadas em RNAlater® (QIAGEN)
para isolamento de RNA ou fixadas em formalina tamponada neutra para
analise histopatolégica ou novamente suspensas em PBS estéril para o estudo
de sobrevivéncia de Lactobacillus. Foram conduzidos quatro experimentos

independentes com vérios lactocorpos, testando inicialmente o comportamento
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de reacdo a dosagem das bactérias que produzem fragmentos de VHH1
ancorados a VHH1, testando em seguida outros lactocorpos na dose ideal. Os
lactocorpos controle que expressam fragmentos de anticorpos irrelevantes ou
lactobacilos nao transformados foram incluidos em cada experimento. Grupo
somente com infecgdo também foi incluido em cada experimento.

Para avaliar a sobrevivéncia de lactobacilos no intestino de
camundongos, filhotes receberam uma vez lactobacilos que expressam VHH1
ancorado no dia -1 e a metade deles foi infectada com RRV no dia 0. Dois
filhotes em cada grupo sofreram eutanasia e segoes do intestino delgado foram
removidas nos dias 1, 3, 7 e 14. A presenga de transformadores foi determinada
por meio de cultivo de extratos intestinais sobre placas Rogosa que contém
eritromicina (3 pg/ml). Utilizou-se PCR para detecgao do inserto de VHH1.

Os resultados sao exibidos na Figura 6. |

J. ANALISE DE AMOSTRAS INTESTINAIS.

Secdes do intestino delgado foram tomadas no dia 4 e sofreram
perfusdo com formalina tamponada neutra a 4% e foram efetuadas manchas
com hematoxilina e eosina apds seccionamento de acordo com 0s protocolos
padrdo. Laminas individuais sofreram avaliagdo cega para determinar sinais
tipicos de infecgdes por rotavirus.

RNA celular total foi isolado de tecido do intestino delgado e
utilizado para analise em tempo real apds a digestdo de DNA gendmico
residual utilizando DNase® livre de RNase. Kit de reagentes centrais EZ RT-
PCR® (PE Applied Biosystems, Foster City CA, Estados Unidos) foi utilizado
para PCR em Tempo Real. Curva padréo foi gerada utilizando vetor pet28a (+)
com o gene vp7 RRV clonado entre os locais de restricao de Ncol e Xhol. RNA
gendmico viral ou RNAm vp7 de rotavirus foi amplificado a 58 °C (ciclizador ABI
7000, Applied Biosystems) na presenca de 600 nM de primers, 300 nM de

sonda, 5 mM de Mn para gerar amplicon com 121 bp de comprimento. O primer
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com sentido (VP7f: 5-CCAAGGGAAAAT GTAGCAGTAATTC-3’) (nucleotideo
(nt) 791-815), o primer sem sentido (VP7r: 5-TGCCACCATTCTTT
CCAATTAA-3), (nt 891-912) e a sonda (5'-6FAM-
TAACGGCTGATCCAACCACAGCACC-TAMRA-3' (nt  843-867)  foram
projetados com base na sequéncia de gene vp7 de rotavirus de rhesus
(ntmero de acesso AF295303). O nivel mais baixo de detecgao de PCR é de
dez copias de RNA viral. As amostras de RNA de cada animal foram
normalizadas para o gene doméstico interno controle GAPDH (Overbergh et al
(1999), Cytokine 11: 305-312). A deteccao de genomas sem nenhum virus ou
com menos de dez virus foi definida como auséncia de infecgéo.
Os resultados séo exibidos na Figura 7.

K. EXPRESSAO IN SITUDOS FRAGMENTOS DE VHH1 SOBRE A SUPERFICIE DE

LACTOBACILOS NAS FEZES.

7Amosvt7rieiuismd;fezes deﬂ trés animais d(f)swg_r-upioé V(ide}reiéebem' 0s
lactobacilos que expressam os fragmentos ancorados a VHH1, lactobacilos nao
transformados ou grupo nio tratado foram recolhidas no dia do término. As
amostras foram cortadas em lamina de vidro revestida Super frost e fixadas por
metanol: acetona (1:1) por dez minutos sobre gelo. Anticorpo anti-marca E de
camundongo (1/200) e, em seguida, anticorpo anti-camundongo de burro
marcado com cy2 (1/200) foram adicionados as laminas e incubados por uma
hora sob condigdes umidas. Fragmentos de VHH1 expressos na sdpen‘icie
foram detectados por microscépio de fluorescéncia.

ESTATISTICAS:

As doencas de diarréia em filhotes foram determinadas com base
na consisténcia das fezes. Diarréia aquosa recebeu avaliagédo 2 e evacuagao
solta recebeu avaliagdo 1, nenhuma evacuagéo ou evacuagao normal recebeu
avaliacao 0. O percentual de avaliagbes de diarréia foi calculado a cada dia. A

avaliacao diaria total em grupo de tratamento foi comparada com grupo nao
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tratado por meio de teste exato de Fisher. A severidade foi definida como a

soma de avaliagdo de diarréia para cada filhote durante o transcurso do estudo

e a duracéo foi definida como a soma de dias com diarréia. Tanto a severidade

quanto a duragéo foram analisadas por meio de testes Kruskal Wallis € Dunn.

RESULTADOS:

DiscussAO DE FIGURAS E TABELAS

TABELA 2

DURACAO E SEVERIDADE DE DIARREIA EM DIFERENTES GRUPOS DE TRATAMENTO

Duragao P Severidade P
{(média * (média *
desvio padrao) desvio padrao)
VHH1 ank (27) 1,222 + 0,163 Vs nao tratado < 1,667 + 0,250 Vs nao tratado <
0,01 0,001
Vs irrelevante < 0,05 Vs imelevante < 0,01
N&o tratados (30) 2,133 +£0,104 - 3,733 £ 0,1656 -
L. paracasei (17) 1,941 +£ 0,200 - 2,882 + 0,352 -
VHH ank 2,118 £ 0,169 - 3,353+0,283 -
irrelevante (17)
VHH1 sec (10) 1,909 £ 0,162 - 2,727 £ 0,237 -
2A10 ank (10) 2,000 + 0,258 - 2,600 +0,3712 -
2A10 sec (10) 2,100 + 0,233 - 2,900 £ 0,233 -
VHH1 ank 1,200 £ 0,249 - 1,700 £ 0,395 Vs nao tratado <
previamente 0,01
incubado (10)
VHH1 ank 1,286 + 0,285 - 1,857 £ 0,404 Vs nao tratado <
liofilizado (7) 0,05

A Fig. 4a demonstra que a expresséo na superficie de 2A10-scFv

e VHH1 por lactobacilos foi exibida por meio de citometria de fluxo utilizando

anticorpo anti-marca E. Nivel mais baixo de detecgéo da marca E foi observado
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em lactobacilos que produzem os fragmentos ancorados a 2A10 em
comparagdo com os fragmentos de controle scFv e VHH irrelevantes e
ancorados a VHH1 que expressam bactérias (dados nao exibidos).

A atividade de unido dos fragmentos de anticorpos foi analisada
por meio de ELISA e microscopia eletrénica. Para ELISA, homogeneizados de
lactobacilos transformados com 2A10-ancora e VHH1-ancora e sobrenadante
dos lactobacilos transformados secretados por VHH1 e secretados por 2A10
foram testados utilizando a marca E para detecgdo. Fragmentos de anticorpos,
ancorados a VHH1, secretados por VHH1 e ancorados a 2A10, expressos por
lactobacilos uniram-se a placas revestidas com rotavirus. Nivel mais alto de
unido foi observado para os fragmentos de VHH1 de lhama, tanto ancorados
quanto secretados (purificados e do sobrenadante). A quantidade de 2A10
secretado foi baixa demais para detecgdo por meio de ELISA. Os fragmentos
de anticorpos irrelevantes de L. paracasei nao transformados de lactobacilos
transformados que expressam scFv secretado ou ancorado e VHH ancorado
ou secretado n3o se uniram a rotavirus (dados nao exibidos). Calculou-se que
a quantidade de fragmentos de anticorpos produzidos pelos transformadores
de VHH1-a8ncora é de cerca de 10* fragmentos de VHH1/bactéria e 600
fragmentos de 2A10/bactéria (intracelular e sobre a superficie). Os
transformadores secretados por VHH1 produziram cerca de 1 pug/ml de
fragmentos de VHH1 no sobrenadante.

As Figuras 4b e 11a exibem lactobacilos que expressam
fragmentos de anticorpos VHH1 sobre a sua superficie, que foram incubados
com rotavirus e analisados em seguida por meio de SEM. Os resultados
exibiram a unido do virus sobre a superficie bacteriana (Fig. 4ba e 11b), mas
ndo a linhagem de L. paracasei ndo transformada (Fig. 11b). Utilizando TEM
(manchas negativas), a unido ao virus por fragmentos de anticorpos de lhama

do sobrenadante de lactobacilos transformados com o vetor secretado por
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VHH1 podera ser demonstrada, enquanto o sobrenadante controle de linhagem
de L. paracasei nao transformado n&o uniu rotavirus (dados néao exibidos).

O efeito de fragmentos de anticorpos produzidos por Lactobacillus
em teste de neutralizagao de rotavirus foi analisado na Figura 5. A linha sélida
desta figura representa o nivel de neutralizagao atingido por anticorpo VHH1
puriﬁcadd por marca E produzido por lactobacilos (20 pg/ml). Linha pontilhada
indica o nivel de neutralizacdo de sobrenadante de hibridoma monoclonal 2A10
(147 ng/ml). Neutralizagdo atingida por diferentes concentragdes de
lactobacilos ancorados a VHH1 (m), lactobacilos ancorados a 2A10 (m) €
lactobacilos néo transformados (o).

A Figura 5 exibe redugao dependente de dosagem significativa da
infeccdo na presenga de lactobacilos que expressam VHH1 unido na superficie
ou na presengca do sobrenadante que contém VHH1 secretado. Leve
capacidade de neutralizagdo do sobrenadante de lactobacilos nao
transformados também foi observada. Os lactobacilos transformados por 2A10
(secretados e ancorados) néo foram protetores, muito embora o sobrenadante
das células de hibridoma monoclonal 2A10, que contém 150 ng/ml do
anticorpo, tenha apresentado protegéo de 95%.

A Figura 6 exibe a incidéncia de diarréia em camundongos tratados
com lactobacilos que expressam fragmentos ancorados a VHH1. Lactobacilos que
expressam VHH1 na superficie reduziram significativamente a incidéncia de
diarréia no dia 2 sobre lactobacilos néo transformados (P = 0,0172).

A Figura 7 demonstra que, no grupo nao tratado, a histologia das
secdes de duodeno e jejuno revela sinais tipicos de infecg@o por rotavirus;
inchaco de extremidades vilosas, vacuolizagao, restricdo de bases vilosa§ e
nacleos ndo polarizados nas células (a). Os grupos que recebem L. paracasei
(b) ou lactobacilos que expressam (c) ancorado em VHH1 e (d) nao infectado

exibem histologia razoavelmente normalizada.
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A Figura 8 demonstra que a carga viral média em grupo de
tratamento ancorado em VHH1 é pelo menos duzentas vezes mais baixa que o
grupo nado tratado. Efeito probiético de lactobacilos controle irrelevantes
também foi observado (redugdo de dez vezes da carga viral). A liberagéo do
virus foi definida como auséncia de detecgao de vp7 ou detecgao de menos de
dez moléculas de RNA vp7. 27% dos animais foram liberados de rotavirus em

grupo de tratamento ancorado em VHH1 em comparagdo com 9% no grupo

nao tratado.

A Figura 9 demonstra que, no dia 2, doses de 108 CFU e 10° CFU
de lactobacilos que exbressam fragmentos ancorados a VHH1 causam redugéo
significativa da incidéncia de diarréia em comparag&o com o grupo nao tratado,
P < 0,0001 e P = 0,0024. Numero de filhotes em cada grupo: sete cada em 10’
CFU/dose e 108 CFU/dose e 8 em 10° CFU/dose e n&o tratados.

A Figura 10 demonstra que grupo em que infecgbes foram
realizadas com RRYV incubados com lactobacilos que expressam fragmentos
ancorados a VHH1 foi incluido. O tratamento neste grupo prosseguiu
conforme habitual. Lactobacilos que expressam VHH1 na superficie
fornecidos em forma seca por congelamento reduziram significativamente a
incidéncia de diarréia no dia 2 em comparagao com 0 grupo nao tratado (P =
0,0317). No dia 3, houve redugao significativa da incidéncia de diarréia em
grupos que recebem lactobacilos de expressdo ancorados a VHH1
previamente incubados (n = 7; P = 0,0004), lactobacilos de expressao
ancorados a VHH1 liofilizados (n = 7; P = 0,0072), lactobacilos de expressao
ancorados a VHH1 (n = 10; P = 0,0022) em comparagdo com o grupo nao
tratado (n = 10). A severidade da doencga, em comparagao com 0 grupo nao
tratado, também foi reduzida quando Lactobacillus que expressa na
superficie VHH1 foi administrado em forma seca por congelamento (n = 10;

P < 0,01) ou quando infecgbes foram realizadas com RRV previamente
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incubado com cultivo novo destas bactérias por duas horas (P < 0,05).

EXPRESSAO IN SITU DE FRAGMENTOS DE VHH1 SOBRE A SUPERFICIE DE

LACTOBACILOS NAS FEZES (RESULTADOS DO EXEMPLO 4 (K)):

Amostras de fezes de trés animais dos grupos que recebem
lactobacilos que expressam os fragmentos ancorados a VHH1, camundongos
do grupo nao tratado e controle negativo foram recolhidos no dia 4, o dia do
término, para determinagédo da expressao in situ dos fragmentos ancorados a
VHH1. Lactobacilos que expressam VHH1 poderao ser detectados utilizando
anticorpo anti-marca E fluorescente nos camundongos tratados. Nénhuma
mancha pdde ser observada no grupo controle (dados nao exibidos).

SOBREVIVENCIA DE LACTOBACILOS NO INTESTINO DE CAMUNDONGOS:

Filhotes foram alimentados com lactobacilos que expressam O
VHH1 ancorado contra rotavirus por uma vez (no dia 0) e a metade deles foi
infectada em seguida com RRV no dia 1. Dois filhotes em cada grupo foram
sacrificados a cada segundo dia e verificados para determinar a presenga de
transformadores de Lactobacillus por meio de cultivo do teor intestinal. As
bactérias puderam ser detectadas no duodeno e no fleo 48 horas apo6s o
tratamento sem diferenca entre os grupos néo infectados e infectados com
rotavirus, enquanto em 96 horas apds o tratamento, nenhum transformador

pdde ser detectado (dados nao exibidos).

EFICACIA DE TRANSFORMADORES DE LACTOBACILLUS PARA REDUZIR DIARREIA EM

MODELO DE INFECCAO POR ROTAVIRUS:

O efeito terapéutico dos lactobacilos transformados foi testado em
modelo de filhotes de camundongos de diarréia induzida por rotavirus. Os
filhotes foram alimentados oralmente com lactobacilos que expressam 2A10-
scFv ou VHH1 em formas secretadas ou ancoradas durante cinco dias (dia-1a
3) e infectados com RRV no dia 0. Grupos de controle incluiram L. paracasei nao

transformado e bactérias que expressam fragmento de anticorpo VHH ancorado
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irrelevante. 108 CFU como dose ideal para intervengao em diarréia (Fig. 9).
VHH1 de superficie que expressa bactérias reduziu a duragdao da doenga
(duragao normal de 1,2 dias) em cerca de 0,9 dias (P < 0,01) e em 0,7 dias em
comparagdo com camundongos tratados com L. paracasei nao transformado (P
< 0,05). A severidade da diarréia também foi reduzida de 3,7 para 1,7 em
camundongos tfatados com lactobacilos que expressam VHH1 na superficie em
comparagédo com a severidade da doenga em filhotes n3o tratados (P < 0,001) e
por fator de 1,2 em comparagao com filhotes tratados com L. paracasei nao
transformado (P < 0,01). Também foi observado efeito probiotico menor pelos
lactobacilos n&o transformados (Tabela 2). Além disso, a incidéncia de diarréia
foi significativamente reduzida nos dias 2 e 3 em camundongos tratados com o
Lactobacillus que expressa VHH1 na superficie em comparagdo com
camundongos néo tratados (P < 0,0001 para os dois dias) ou camundongos
tratados com L. paracasei néo transformado (P < 0,02, para o dia 2) (Fig. 6a). As
construgdes que expressam o 2A10 secretado ou ancorado, bem como VHH1
secretado, no induziram protegdo significativamente mais alta que lactobacilos
nao transformados (Fig. 6a, b). A severidade da doenca, em comparagao com o
grupo nao tratado, também foi reduzida quando Lactobacillus que expressa na
superficie VHH1 foi administrado em forma seca por congelamento (P < 0,01) ou
quando foram realizadas infeccdes com RRV previamente incubado com cultivo
novo destas bactérias por duas horas (P < 0,05) (Tabela 2 e Fig. 5).

Exame histologico de segdes do intestino delgado proximas no dia 4
revelaram notavel redugdo de alteragdes patologicas em animais infectados com
rotavirus tratados com lactobacilos que expressam VHH1 na superficie e, em alguns
camundongos, a histologia foi completamente nomalizada. A histologia no grupo que
nao recebe lactobacilos revelou sinais tipicos de infecgdo com rotavirus com inchago
de extremidades vilosas, restricio de bases vilosas, vacuolizagéo e nicleos celulares

em locais irregulares (Fig. 7a, b, ¢, d). Para determinar se houve reducdo da
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reprodugdo viral nos enterocitos, foi desenvolvida PCR em tempo real para a
expressdo do gene vp7 de rotavirus. A carga viral média em animais que recebem
lactobacilos que expressam fragmentos de anticorpos VHH1 unidos na superficie foi
pelo menos 250 vezes mais baixa que em camundongos nao tratados. Lactobacilos
que expressam fragmento de VHH irrelevante também reduziram a carga de vp?7 viral
(até dez vezes). A taxa de liberagao foi de 27% no grupo que recebeu lactobacilos
que expressam VHH1 ancorado na superficie em comparagdo com 9% no grupo nao
tratado (Figura 8).

Estes experimentos demonstram a expressdo bem sucedida de
fragmentos de anticorpos VHH derivados de llama (VHH1) e scFv (scFv-2A10)
contra rotavirus tanto sobre a superficie de Lactobacillus casei 393 pLZ15 e
como proteina secretada. Também foi demonstrada a eficacia destes
lactobacilos recombinantes no tratamento de rotavirus por meio de
neutralizagao in vitro e em modelo de infecgao de filhotes de camundongos.

EXEMPLO 5

ENCAPSULACAO DE ALGINATO DE CALclo DE VHH ANTI-ROTAVIRUS

Solucdo de alginato de sodio a 2% foi adicionada em gotas a
solugéo de 0,1 M de cloreto de calcio, que contém 1% do VHH, resultando' na
formagéo de esferas de alginato de calcio (com tamanho de cerca de 2 mm). A
dispersao foi mantida em repouso por trinta minutos para depésito das esferas
de alginato de calcio no fundo do beaker. As esferas foram recolhidas em
seguida com peneira e lavadas uma vez com agua.

EXEMPLO 6

CoMPOSICOES E PREPARACOES DE SORVETES QUE CONTEM VHH ANTI-ROTAVIRUS

ENCAPSULADO OU LACTOBACILLUS QUE PRODUZ ESTE VHH E BACTERIAS

PROBIOTICAS
O exemplo a seguir de composigdo de sorvete € produto

alimenticio de acordo com a presente invengao:
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% em peso
Sacarose 13,000
Leite desnatado em pé 10,000
Gordura de manteiga 8,000
Maltodextrina 40 4,000
Palmitato de monoglicerol (MGP) 0,300
Goma de graos de alfarroba 0,144
Carrageno L100 0,016
Aroma 0,012

Solugdao de VHH encapsulada em volume que resulta em 5 a

5000 microgramas de VHH por porgao.

Bactéria probiotica” em quantidade de 10° a 10"" por 100 g da

composigao de sorvete.

Agua Até 100

k A bactéria probidtica pode ser qualquer dos tipos mencionados na
descri¢ao detalhada.

Total de sélidos sollveis: 35% em peso.

Teor de gelo a -18 °C: 54% em peso.

Todos os ingredientes do sorvete sado misturados entre si
utilizando misturador de alto corte por cerca de trés minutos. A agua €
adicionada sob temperatura de 80 °C. A temperatura da mistura de agua e gelo
é de cerca de 55 a 65 °C apds mistura.

A mistura & homogeneizada em seguida (2000 psi) e passada
para trocador de calor de placas para pasteuriza¢ao a 81 °C por 25 segundos.
A mistura é resfriada em seguida até cerca de 4 °C no trocador de calor de
placas antes da utilizagao.

Alternativamente, linhagem de Lactobacillus produtora de VHH

anti-rotavirus pode ser adicionada no lugar da solugédo de VHH encapsulada,
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preferencialmente em concentragao de 10° por porgéo ou mais.

A mistura prévia de sorvete é congelada em seguida utilizando
trocador de calor de superficie raspada Technohoy MF 75, tal como sem
sobrecondugédo introduzida no sorvete. O sorvete pode ser extrudado sob

5 temperatura de -4,4 °C a -5,4 °C. O produto pode ser endurecido em seguida
em congelador por impulso a -35 °C e armazenado em seguida a -25 °C.

Solugdo de agua com gelo que possui a composigao a seguir foi

preparada conforme segue:

% em peso
Sacarose 25
Goma de graos de alfarroba 0,5

Solugdo de VHH encapsulada em volume que resulta em 5 a

10 5000 mlcrogramas de VHH por porgao

Bactéria probiotica™ em quantidade de 10° a 10" por cem gramas

da composicao de sorvete.

Agua Até 100

Total de soélidos sollveis: 25,5% em peso.
Teor de gelo a -18 °C: 62% em peso.

15 Todos os ingredientes da agua com gelo sao misturados entre si
utilizando misturador de alto corte por cerca de trés minutos. Adiciona-se agua
sob temperatura de 80 °C. A temperatura da mistura de agua com gelo é de
cerca de 55 a 65 °C apds mistura.

A mistura é_ homogeneizada em seguida (2000 psi) e passada

20 para trocador de calor de placas para pasteurizacao a 81 °C por 25 segundos.
A mistura é resfriada em seguida a cerca de 4 °C no trocador de calor de
placas antes da utilizagao.

Em vez da solugdo de VHH encapsulada neste momento,

linhagem de Lactobacillus produtora de VHH anti-rotavirus pode também ser
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adicionada, preferencialmente em concentragéo de 10° por porgéo ou superior.

A solucdo de agua e gelo pode ser congelada em trocador de
calor de superficie raspada Technohoy MF 75 com sobrecondugéo (fragéo de
volume de ar) de 30%. A agua com gelo pode ser extrudada sob temperatura

de -3,8 °C a -4,5 °C. O produto pode ser endurecido em seguida em congelador

5
por impulso a -35 °C e armazenado a -25 °C.
EXEMPLO 7
COMPOSICOES DE ESPALHANTES QUE CONTEM VHH ANTI-ROTAVIRUS
ENCAPSULADO OU LACTOBACILLUS PRODUTOR DESTE VHH E BACTERIAS
10 PROBIOTICAS
Foram elaborados espalhantes de acordo com procedimento
padrao conforme conhecido na técnica, utilizando as composigoes fornecidas
na Tabela 3.
TABELA 3
15 CoMPOSICOES ESPALHANTES
Componente Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade

(% em peso)

(% em peso)

(% em peso)

(% em peso)

Exemplo 1 Exemplo 2 Exemplo 3 Exemplo 4

Mistura de gordura 39,71 39,71 39,71 39,71
Bolec ZT 0,05 0,05 0,05 0,05

Hymono 8903 0,16 0,16 0,16 0,16
B-Caroteno (1% em 0,08 0,08 0,08 0,08

oleo de girassol)

Fase de gordura total 40,00 40,00 40,00 40,00

Agua da torneira Até 60 Até 60 Até 60 Até 60
Soro azedo em pé 0,27 0,27 0,27 0,27
NaCl 0,48 0,48 0,48 0,48
K-sorbato 0,12 0,12 0,12 0,12
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Componente Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade
(% em peso) (% em peso) (% em peso) (% em peso)
Exemplo 1 Exemplo 2 Exemplo 3 Exemplo 4
Gelatina 1,10 1,10 1,10 1,10
Acido citrico Até pH 4,6 Até pH 5,0 Até pH 4,6 Até pH 5,0
Goma xantana 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal de célcio 1,27 1,27
TCP C13-13
CaS04.0,56H20 1,74 1,74
pH da fase de agua 4.6 50 4,6 5,0
VHH encapsulado 5-5000 5-5000 ug 5-5000 nug 5-5000 pg
Sol. bactérias 10°%- 10" por 10%- 10" por 10°- 10" por 10°- 10" por
probiéticas ' 100 g 100 g 100 g 100 g
Fase de agua total Até 100 Até 100 Até 100 Até 100
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

No lugar da solugdo de VHH encapsulada ap6s a ultima etapa de

aquecimento, pode-se também adicionar assepticamente linhagem de

Lactobacillus produtora de VHH anti-rotavirus, preferencialmente em

concentragdo de 10° por porg&o ou superior.
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REIVINDICACOES

1. PRODUTO ALIMENTICIO, caracterizado pelo fato de que
compreende i) anticorpos ou fragmentos de anticorpos que sao ativos no
intestino e ii) microorganismos probidticos independentes dos anticorpos ou
fragmentos de anticorpos.

2. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que os anticorpos ou fragmentos de anticorpos
compreendem parte do sistema de fornecimento para fornecer os anticorpos ou

fragmentos de anticorpos para o trato gastrointestinal.

3. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagéo 2,
caracterizado pelo fato de que o sistema de fornecimento compreende anticorpos
encapsulados ou fragmentos de anticorpos que sao liberados no intestino.

4. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicacdes 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que o sistema de fornecimento
compreende um microorganismo transformado para ser capaz de produzir

anticorpos ou seus fragmentos.

5. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
4, caracterizado pelo fato de que os anticorpos ou fragmentos de anticorpos

sao0 expressos e/ou secretados no intestino.

6. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma as
reivindicacdes 4 ou 5, caracterizado pelo fato de que o microorganismo € um

microorganismo probidtico, preferencialmente bactéria de acido lactico, fungo

ou levedura.

7. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes 4 a 6, caracterizado pelo fato de que o microorganismo é

Lactobacillus ou Bifidobacterium.

8. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao

7, caracterizado pelo fato de que o L actobacillus é Lactobacillus casei.
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9. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que os anticorpos sao
imunoglobulinas de cadeia pesada ou seus fragmentos do tipo VHH ou VNAR,
preferencialmente derivados de Camelideos, de maior preferéncia anticorpos
de cadeia pesada de lhama ou seus fragmentos, ou anticorpos de dominio
(dAbs) das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus fragmentos.

10. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com urﬁa das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que os anticorpos ou
fragmentos de anticorpos estdo presentes em quantidade eficaz para tratar,
reduzir ou evitar diarréia em pacientes que consomem o produto alimenticio.

11. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que 0s microorganismos
probiéticos (ii) sdo microorganismos viaveis.

12. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que os microorganismos
probiéticos (ii) sdo microorganismos inviaveis.

13. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagées 1 a 12, caracterizado pelo fato de que 0s microorganismos
probidticos (i) compreendem bactéria probidtica, leveduras probidticas e/ou
fungos probidticos.

14. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que a bactéria probidtica (ii) compreende
Lactobacillus e/ou Bifido bacterium.

15. PREPARACAO FARMACEUTICA, caracterizada pelo fato
de que compreende i) anticorpos ou fragmentos de anticorpos que sao ativos
no intestino e ii) microorganismos probiéticos independentes dos anticorpos ou

fragmentos de anticorpos.

16. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
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reivindicagdo 15, caracterizada pelo fato de que os anticorpos ou fragmentos
de anticorpos compreendem parte do sistema de fornecimento para fornecer os
anticorpos ou fragmentos de anticorpos para o trato gastrointestinal.

17. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicagdo 16, caracterizada pelo fato de que o sistema de fornecimento

compreende anticorpos encapsulados ou fragmentos de anticorpos que sao

liberados no intestino.
18. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com uma das

reivindicacées 16 ou 17, caracterizada pelo fato de que o sistema de

fornecimento compreende um microorganismo transformado para ser capaz de

produzir anticorpos ou seus fragmentos.

19. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicagdo 18, caracterizada pelo fato de que os anticorpos ou fragmentos

de anticorpos s&o expressos e/ou secretados no intestino.

20. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicagées 18 ou 19, caracterizada pelo fato de que o microorganismo € um

microorganismo probiotico, preferencialmente bactéria de acido lactico, fungo

ou levedura.
21. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com uma das

reivindicagbes 18 a 20, caracterizada pelo fato de que 0 microorganismo €

Lactobacillus ou Bifidobacterium.

22. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicagdo 21, caracterizada pelo fato de que o Lactobacillus ¢

Lactobacillus casei.

23. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com uma das
reivindicagbes 15 a 22, caracterizada pelo fato de que os anticorpos sao
imunoglobulinas de cadeia pesada ou seus fragmentos do tipo VHH ou VNAR,

preferenciaimente derivados de Camelideos, de maior preferéncia anticorpos
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de cadeia pesada de Ihama ou seus fragmentos, ou anticorpos de dominio
(dAbs) das cadeias leve ou pesada de imunoglobulinas ou seus fragmentos.

24. PREPARAGCAO FARMACEUTICA, de acordo com uma das
reivindicagées 15 a 23, caracterizada pelo fato de que os anticorpos ou
fragmentos de anticorpos estdo presentes em quantidade eficaz para tratar,
reduzir ou evitar diarréia em pacientes que consomem a preparagao
farmacéutica.

25. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com uma das
reivindicacdes 15 a 24, caracterizada pelo fato de que os microorganismos
probiéticos (ii) sdo microorganismos viaveis.

26. PREPARAGAO FARMACEUTICA, de acordo com uma das

reivindicagbes 15 a 24, caracterizada pelo fato de que os microorganismos

problotlcos (i) sao mlcroorganlsmos inviaveis.

27. PREPARAC,‘AO FARMACEUTICA, de acordo com uma das
reivindicages 15 a 26, caracterizada pelo fato de que os microorganismos
probidticos (ii) compreendem bactéria probiotica, leveduras probidticas elou
fungos probiéticos. | '

28. PREPARACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicagao 27, caracterizada pelo fato de que a bactéria probidtica (ii)
compreende Lactobacillus elou Bifido bacterium.

29. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO
ALIMENTICIO, conforme definido em uma das reivindicagbes 1 a 14,
caracterizado pelo fato de que compreende a adicao dos anticorpos ou
fragmentos de anticorpos e 0s microorganismos probiéticos durante a
fabricagao do produto alimenticio ou um ingrediente deste.

30. METODO DE FABRICACAO DE PREPARACAO
FARMACEUTICA, conforme definida em uma das reivindicagdes 15 a 28,

caracterizado pelo fato de que compreende a adicdo dos anticorpos ou
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fragmentos de anticorpos € 0s microorganismos probiéticos durante a
fabricagao da preparagdo farmacéutica ou um ingrediente desta.

31. USO DO PRODUTO ALIMENTICIO, conforme definido em
uma das reivindicagées 1 a 14, ou fabricado segundo o método tal como
definido na reivindicagao 29, caracterizado por fornecer beneficios a saude do

intestino de um paciente.

32. USO DA PREPARAGCAO FARMACEUTICA, conforme
definida em uma das reivindicagdes 15 a 28, ou fabricada segundo o método
tal como definido na reivindicagédo 30, caracterizado por fornecer beneficios a

satde do intestino de paciente.

33. USO, de acordo com uma das reivindicagoes 31 ou 32,
caracterizado pela administragao de microorganismos enteropatogénicos.

34. USO, de acordo com uma das reivindicagoes 31 a 33,
caracterizado pelo fato de que os anticorpos ou fragmentos de anticorpos sao
anticorpos de cadeia pesada de lhama ou fragmentos de anticorpos € 0O
beneficio a saude fornecido ¢ efeito antidiarréico.

35. USO, de acordo com conforme uma das reivindicagdes 31
a 34, caracterizado pela administrag&o de infecgoes por rotavirus.

36. METODO DE FORNECIMENTO DE BENEFICIOS A
SAUDE DO INTESTINO, de paciente, caracterizado pelo fato de que
compreende a administragao do produto alimenticio ou da preparagao
farmacéutica conforme definidos em de acordo com uma das reivindicagdes 1 a
28, ou fabricados segundo o método das reivindicagdes 29 ou 30, a um
paciente dele necessitado.

37. IMPLEMENTO DE LIBERACAO PARA USO COM
PRODUTO ALIMENTICIO, caracterizado pelo fato de que compreende
microorganismos probidticos em que 0 implemento de liberagdo € revestido

sobre pelo menos uma superficie com anticorpos ou fragmentos de anticorpos



10

15

20

25

que sao ativos no intestino.

38. IMPLEMENTO DE LIBERACAO, de acordo com a
reivindicacdo 37, caracterizado pelo fato de que 0s anticorpos ou fragmentos
de anticorpos compreendem sistema de fornecimento para fornecer os

anticorpos ou fragmentos de anticorpos para o trato gastrointestinal.

39. IMPLEMENTO DE LIBERAGAO PARA USO COM PRODUTO
ALIMENTICIO, caracterizado pelo fato de que o implemento de liberagdo €&
revestido sobre pelo menos uma superficie com anticorpos ou fragmentos de
anticorpos que s&o ativos no intestino e microorganismos probioticos.

40. IMPLEMENTO DE LIBERACAO, de acordo com a
reivindicacao 39, caracterizado pelo fato de que os anticorpos ou fragmentos
de anticorpos compreendem sistema de fornecimento para fornecer os

ant|corpos ou fragmentos de anticorpos para o trato gastrointestinal.

" 41 IMPLEMENTO DE LIBERAGAO, de acordo com uma das
reivindicagdes 37 a 40, caracterizado pelo fato de que o sistema de fornecimento

compreende anticorpos encapsulados ou fragmentos de anticorpos.

42 IMPLEMENTO DE LIBERACAO, de acordo com uma das
reivindicagdes 37 a 41, caracterizado pelo fato de que o sistema de
fornecimento compreende microorganismo transformado para que seja capaz

de produzir anticorpos ou seus fragmentos.

43 IMPLEMENTO DE LIBERAGAO, d e acordo com uma
das reivindicagbes 37 a 42, caracterizado pelo fato de que o implemento

de liberacdo é uma faca, garfo, colher, tubo, canudo para bebidas ou

bastao.
44. USO DE UMA PREPARA(}AO FARMACEUTICA, conforme

definida em uma das reivindicagées 15 a 28, caracterizado pelo fato de ser na

preparagdo de um medicamento para fornecimento de beneficios a saude do

intestino.
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! Progaccyrz

«PRODUTO ALIMENTICIO, PREPARAGAO FARMACEUTICA, METODO DE
FABRICACAO DE PRODUTO ALIMENTICIO, METODO DE FABRICAGAO
DE PREPARAGAO FARMACEUTICA, USO DO PRODUTO ALIMENTICIO,

USOS DA PREPARAGAO FARMACEUTICA, METODO DE FORNECIMENTO

DE BENEFICIOS A SAUDE DO INTESTINO E IMPLEMENTOS DE
LIBERAGAO PARA USO COM PRODUTO ALIMENTICIO”
A presente invengdo refere-se a produtos alimenticios ou

preparagbes farmacéuticas que compreendem anticorpos ou fragmentos de

anticorpos que sdo ativos no intestino e microorganismos probiéticos

independentes dos anticorpos ou fragmentos de anticorpos. Particularmente, a
presente invengao refere-se a método de preparagéo de produtos alimenticios
e preparagdes farmacéuticas que compreendem os anticorpos ou fragmentos
de anticorpos e microorganismos probiéticos e o uso desses produtos para

fornecer beneficios a salide de seres humanos.
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