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(57) Resumo: A presente invengdo refere-se a pelo menos uma cepa probiotica de Lactobacillus para uso em um individuo para
a prevengdo e/ou o tratamento de autoimunidade de doenga celiaca (ADC) ou para uso na prevencdo e/ou no tratamento de
doenga celiaca (DC). Uma composigao preferida para uso de acordo com a invengdo é uma composigdo compreendendo uma
combinagdo de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum, especialmente L. paracasei 8700:2 (DSM 13434) em
combinagdo com L. plantarum HEAL 9 (DSM 15312).
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Relatédrio Descritivo da Patente de Invencéo para:
“COMPOSIC@ES PROBIOTICAS E USOS DAS MESMAS”

[0001] A presente invencdo refere-se a pelo menos
uma cepa probidtica de uma espécie de Lactobacillus para uso
na prevencdo e/ou no tratamento de autoimunidade de doenca
celiaca (ADC) ou doenca celiaca (DC) em um individuo.

[0002] A 1invencdo também proporciona composicdes
para tais utilizacdes e métodos de prevencdo e/ou tratamento
de ADC e/ou DC envolvendo a administracdo de uma quantidade
eficaz da dita cepa probidética a um individuo.

INTRODUCAO

[0003] A doenca celiaca (DC) é uma doenca crdnica
mediada pelo sistema imune que afeta a mucosa intestinal do
intestino delgado. E causada pela intolerancia ao gluten, a
principal proteina de armazenamento encontrada no trigo,
centeio e cevada (Schuppan D, et al. Gastroenterology. 2009;
137 (6): 1912 a 1933). Os sintomas cléssicos e 0s sinails
clinicos da doenca celiaca incluem desconforto abdominal,
distensdo e diarreia, seguidos por sinais de desnutricéo
(por exemplo, perda de peso, anemia e osteoporose). No
entanto, uma parcela significativa dos pacientes néo
apresenta sintomas e é diagnosticada por meio de triagem
(Ludvigsson JF, et al. Journal of Internal Medicine. 2011;
269 (6): 560 a 671). Atualmente, o tratamento consiste em

uma dieta vitalicia livre de gluten (GFD).
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[0004] A fisiopatologia da DC ndo é completamente
compreendida, mas propde-se que seja acionada por células T.
Apbs a digestdo das proteinas do gluten no intestino delgado,
0s peptideos de gliadina resultantes atravessam de alguma
forma a barreira epitelial e sdo apresentados por células
que apresentam antigenos nas estruturas de MHC-TT,
permitindo a ativacdo de 1 células de auxiliar T CD4+
especifico de gliadina (Tu) e células T citotdxicas CD8 +
(T¢) na lamina prépria. Isso resulta na regulacdo positiva
de varias citocinas, IFN-y, TNF-o e IL-21, em particular,
das quais as duas primeiras causam o tipico remodelamento da
mucosa e atrofia vilosa atraveées da ativacéo de
mielofibroblastos, enquanto a UuUltima provavelmente esté
envolvida na manutencdo da atividade das células CD4+
(Schuppan D, et al., supra). Na Ultima década, a estimulacéo
direta e concomitante do sistema imunoldgico inato pelas
gliadinas demonstrou ser um fator adicional importante no
desenvolvimento da doenca. Isso é atualmente atribuido a
regulacdo positiva da sinalizacdo de IL-15 em células
dendriticas e macréfagos, causando danos na mucosa através
da ativacdo de linfdécitos intraepiteliais (IELs) (Londei M,
et al., Molecular Immunology. 2005; 42 (8): 913 a 918).

[0005] A prevaléncia global de DC é estimada em
aproximadamente 1%, mas varia muito entre grupos étnicos e

localizacgdo geografica. A Suécia estd entre as nacdes mais
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afetadas, com uma prevaléncia estimada de 1,5 a 3
(Ludvigsson JF, et al., Supra). Ainda ndo estd totalmente
determinado gquais processos ajudam a induzir essa reacao
disfuncional as estruturas da gliadina, e por dque a
prevaléncia da doenca varia entre as populacdes. Existe um
componente genético claro na DC, como evidenciado pelo fato
de gue quase todos os pacientes celiacos sido portadores dos
hapldétipos DR3-DQ2 e/ou DR4-DQ8 (Sollid 1M, et al. The
Journal of Experimental Medicine. 1989; 169 (1): 345 a 350).
Além disso, também foi constatado que diversos outros genes
menos influentes afetam o risco de doenca, a maioria deles
relacionados com a ativacdo da resposta imune adaptativa
(Hunt KA, et al., Nature Genetics. 2008; 40 (4): 395 a 402).
A DC compartilha essas caracteristicas de risco genético com
varios outros disturbios autoimunes, principalmente diabetes
tipo 1 (T1D), que compartilha seus principais genes de
suscetibilidade nos loci HLA-DQB1l e HLA-DRB1l, bem como varios
loci ndo HLA (Smyth DJ, et al., New England Journal of
Medicine. 2008; 359 (26): 2.767 a 2.777). No entanto, a
genética sozinha né&do pode explicar a DC, uma vez dJue apenas
uma pequena minoria dos portadores desses hapldtipos
desenvolve a doenca. A crescente incidéncia observada em
muitos palses durante as ultimas décadas também aponta para
fatores ambientais que contribuem para a patogénese de alguma

forma. Importantes Areas de investigacdo incluem praticas de
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alimentacdo infantil, alimentacdo com leite materno, (e
variacdes ou perturbacdes na microbiota intestinal (De Palma
G, et al., Advance: BRifidobacteria and Gram-negative
bacteria differentially influence immune responses 1in the
proinflammatory milieu of celiac disease. Journal of
Leukocyte Biology. 2010; 87 (5): 765 a 778).

[0006] Embora a Dbidpsia intestinal tenha sido
considerada o padrdo ouro para o diagndéstico de DC, varios
marcadores soroldgicos foram constatados, dos quais os
autoanticorpos transglutaminase teciduais (tTGA) s&o
atualmente os mais comuns na préatica clinica devido a sua
alta sensibilidade e especificidade de diagndéstico (van der
Windt DA, et al., Diagnostic testing for celiac disease among
patients with abdominal symptoms: a systematic review. Jama.
2010; 303 (17): 1.738 a 1.746). Além disso, as diretrizes
revisadas da Sociedade Europeia de Gastrenterologia,
Hepatologia, Nutricdo Pedidtrica (ESPGHAN) em 2012 (Husby S,
et al., ESPGHAN guidelines for the diagnosis of coeliac
disease. Journal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition. 2012; 54 (1): 136 a 160) sugerem gue niveis de
LTGA significativamente elevados, se seguidos por testes
adicionais apropriados, podem eliminar a necessidade de
bibépsia para confirmar o diagnéstico. Na maioria dos
pacientes com DC, o©os niveis de tTGA diminuem apds a

introducdo de GFD.

Peticdo 870190065432, de 11/07/2019, pag. 61/138



5/73

[0007] Em criancas, essa diminuicéo também é
altamente preditiva de melhora histoldgica na mucosa
intestinal (Bannister EG, et al., American Journal of
Gastroenterology. 2014; 1092 (9): 1.478 a 1.483), indicando
que o tTGA pode ser utilizado ndo apenas como uma ferramenta
de diagnéstico bindria, mas também como um marcador para a
atividade da doenca e complacéncia dietética. No entanto,
isso traz a questéao de como gerenciar pacientes
assintomaticos constatados como tendo niveis de tTGA
persistentemente elevados, a chamada autoimunidade de DC
(ADC), ou mals amplamente referida como potencial DC, se
confirmada com caracteristicas normais da biépsia
intestinal. Essas c¢riancas estdo em maior risco de
desenvolver DC (Liu E, et al., The New England Journal of
Medicine. 2014; 371 (1): 42 a 49), sem opcdes de tratamento
atualmente disponiveis para reduzir ou eliminar esse risco
que ndo seja um GFD.

ANTECEDENTES

[ 0008 ] Estudos anteriores mostraram que a microbiota
de pacientes com DC ativa é composta por um maior grau de
patdgenos Gram-negativos em comparacao com controles
saudaveils e pacientes livres de sintomas (Nadal I, et al.,
Imbalance in the composition of the duodenal microbiota of
children with coeliac disease. Journal of Medical

Microbiology. 2007; 56 (Pt 12): 1.669 a 1.674) .
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Consequentemente, estudos posteriores sugeriram gque tal
microbiota potencializa um maior grau de reacdo inflamatédria
em resposta as gliadinas (De Palma G, et al., Advance:
Bifidobacteria and Gram-negative bacteria differentially
influence immune responses in the proinflammatory milieu of
celiac disease. Journal of Leukocyte Biology. 2010; 87 (5):
765 a 778) e, inversamente, que certas cepas de
Bifidobacterium influenciam a digestdo de gliadinas e
reduzem seu potencial imunolégico (Laparra JM, et al.,
Bifidobacteria inhibit the inflammatory response induced by
gliadins in intestinal epithelial cells via modifications of
toxic peptide generation during digestion. Journal of
Cellular Biochemistry. 2010; 109 (4): 801 a 807).

[0009] Alguns estudos publicados recentemente
examinaram o efeito da administracédo de cepas especificas de
Bifidobacterium no contexto de DC Ja clinicamente
manifestada. Olivares et al. (Olivares M, et al., The British
Journal of Nutrition. 2014; 112 (1): 30 a 40) 36 criancas
recentemente aleatédrias diagnosticadas com DC para
tratamento com consumo didrio ou de Bifidobacterium longum
CECT 7347 ou placebo por 3 meses, além de GFD. Devido a
introducdo de GFD, o efeito probidético nos parametros
imunoldgicos é dificil de avaliar; o estudo ndo examinou os
niveis de tTGA, mas encontrou uma diminuicdo significativa

nos niveis totais de células T maduras no grupo de tratamento
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em comparacdo com o placebo. Além disso, mostraram que as
criancas no grupo tratado com probidticos alcancaram um maior
ganho percentual de altura em comparacdo com 0s controles.

[0010] Além disso, Smecuol et al. Journal of Clinical
Gastroenterology. 2013; 47 (2): 139 a 147) tratou 22
pacientes adultos com DC atualmente ndo em GFD com
Bifidobacterium infantis ou placebo diariamente por 3
semanas, e avaliou permeabilidade intestinal, parémetros
imunoldégicos e mudancas nos sintomas. Os participantes do
grupo tratado com probidticos relataram melhora dos sintomas
gastrointestinais em comparacdo aos controles. No entanto,
ao contrario de B. longum CECT 7347, B. infantis (NLS) néo
conseguiu 1influenciar o©s marcadores inflamatdérios e a
microbiota intestinal e 0s mecanismos de defesa relacionados
ao hospedeiro.

[0011] Embora ambos os estudos acima com cepas
especificas de Bifidobacterium sugiram algum papel benéfico
para essas cepas de Bifidobacterium na DC, eles também
destacam a necessidade de mais estudos.

[0012] Assim, apesar das investigacdes
significativas de ADC e DC, atualmente, o Unico tratamento
disponivel para DC é uma dieta livre de gluten (GFD). Por
isso, existe uma necessidade de composicdes e métodos para
prevenir e/ou tratar a autoimunidade da doenca celiaca (ADC),

ou para prevenir e/ou tratar a doenca celiaca (DC).
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DECLARACAO DE INVENCAO

[0013] De acordo com a invencdo, ¢ fornecida pelo
menos uma cepa probidtica de uma espécie de Lactobacillus
para uso em um individuo para a prevencdo e/ou o tratamento
de autoimunidade de doenca celiaca (ADC), ou para a prevencao
e/ou o tratamento de doenca celiaca (DC).

[0014] Por “uso para a prevencdo e/ou o tratamento”
entende-se um uso que d& origem a um efeito de prevenir,
atrasar, reduzir a gravidade e/ou remover um ou mais sintomas
e/ou outros marcadores associados com ADC ou DC em um
individuo.

CEPAS DE LACTOBACILLUS PROBIOTICOS

[0015] Uma cepa probidtica preferida de uma espécie
de Lactobacillus é selecionada dentre: L. paracasei,; L.
plantarum; L. acidophilus; L. rhamnosus; L. casei; L.
reuteri; L.  brevis; L. crispatus; L. bulgaricus; L.
fermentum; L. salivarius; L. johnsonii; e L. lactis.

[0016] Preferencialmente, a pelo menos uma cepa
probidtica de uma espécie de Lactobacillus é de Lactobacillus
paracasei e/ou Lactobacillus plantarum.

DEPOSITOS DE CEPAS DE LACTOBACILLUS

[0017] Cepas preferidas de TLactobacilli para uso de
acordo com a presente invencdo foram depositadas sob o
Tratado de Budapeste pela Probi A.B., Sdlvegatan 41, Lund

22370, Suécia, conforme o seguinte:
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Espécie Cepa N°® de | Data do | Depositante | Depositario
acesso | depésito
HEAL 9 | DSM 27/11/2002 | Probi DSMz
15312
Lactobacillus | HEAL DSM 27/11/2002 | Probi DSMZ
plantarum 19 15313
HEAL DSM 27/11/2002 | Probi DSMz
99 15316
299 DSM 02/07/1991 | Probi DSMZ
6595
299v DSM 16/03/1995 | Probi DSMZ
9843
GOs42 DSM 02/09/2015 | Probi DSMZ
32131
Lactobacillus | 8700:2 | DSM 06/04/2000 | Probi DSMZ
paracasei 13434
O2A DSM 06/04/2000 | Probi DSMZ
13432
Lactobacillus | 271 DSM 02/07/1991 | Probi DSMZ
rhamnosus 6594
[0018] Preferencialmente, a cepa de L. paracasei é

selecionada de um ou mais dentre L. paracasei 8700:2 (DSM
13434) L. paracasei 02:A (DSM 13432).
[0019] De preferéncia, a cepa de L. plantarum ¢é

selecionada de um ou mais dentre L. plantarum HEAL 9 (DSM
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15312); L. plantarum HEAL 19 (DSM 15313); L. plantarum HEAL
99 (DSM 15316); L. plantarum 299v (DSM 9843); e/ou L.
plantarum 299 (DSM 6595).

[0020] Vantajosamente, a invencdo proporciona uma
combinacdo de pelo menos uma cepa probidtica de L. paracaseil
e pelo menos uma cepa probidtica de L. plantarum para uso em
um individuo para a prevencdo e/ou o tratamento de
autoimunidade de doenca celiaca (ADC), ou para a prevencao
e/ou o tratamento de doenca celiaca (DC).

[0021] Mais preferencialmente, a combinacdo ¢é L.
paracasei 8700:2 (DSM 13434) e L. plantarum HEAL 9 (DSM
15312).

[0022] As composicbes podem compreender a cepa
probidtica especificada ou cepas de Lactobacilli, mas,
preferivelmente, consistem nas cepas especificadas sem outra
quantidade eficaz de quaisquer outras cepas probidticas de
Lactobacilli ou outros micro-organismos.

COMPOSICOES E FORMULACOES

[0023] As cepas probidéticas da invencdo séo,
preferencialmente, liofilizadas.

[0024] As cepas probidéticas da invencdo podem ser
proporcionadas em conjunto com um carreador, diluente ou
excipiente adequados, como uma formulacdo sdélida ou liquida,
que pode ser uma formulacdo farmacéutica em uma modalidade.

[0025] Exemplos de um carreador liquido adequado
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incluem adgua e outros solventes aquosos.

[0026] Exemplos de um carreador s6lido adequado
incluem maltodextrina, inulina, amido de batata, amido de
milho ou outro amido vegetal, celulose microcristalina (MCC)
e adlcoois de acucar.

[0027] A composicdo pode ser uma composicdo seca
fermentada ou nédo fermentada. No caso de uma composicdo seca
nao fermentada, a fermentacéao ocorre no trato
gastrointestinal apdés a ingestdo da composicdo por um
individuo.

[0028] Em uso, a cepa probidtica (ou cepas) da
invencdo pode ser misturada com um carreador liguido ou
sb6lido antes da administracdo a um individuo. Por exemplo,
0 individuo pode misturar a cepa (ou cepas) com um carreador
que consiste em adgua ou algum outro solvente aquoso, ou uma
bebida antes da ingestdo. Da mesma forma, as cepas
probidticas podem ser misturadas com um carreador composto
por um ou mails alimentos. 0Os alimentos preferenciais séao
produtos sem gluten, tais como produtos léacteos fermentados
ou ndo fermentados, tais como iogurtes, sucos de fruta;
bebidas, sopas, alimentos a base de plantas, como produtos
de soja, barras de alimentos secas, alimentos para bebés,
nutricdo infantil, férmula infantil, substitutos do leite
materno desde o nascimento.

[0029] Leite de férmula infantil ou para bebés é um
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carreador particularmente preferencial para o probidético da
cepa (ou cepas) de Lactobacilli da invencdo. Pode estar em
forma de pd seco para misturar com agua antes de alimentar
0s bebés como uma forma liquida pronta para a alimentacdo.
Normalmente é feito de leite de vaca, e contém proteinas de
soro de leite e caseina.

[0030] A cepa probidtica (ou cepas) da invencéo
também pode ser proporcionada em uma composicdo Jjuntamente
com um ou mals ingredientes de suplementos alimentares
conhecidos, por exemplo, micronutrientes, tais Como
vitaminas e minerais.

[0031] Os sintomas cléssicos e 0s sinais clinicos de
doenca celiaca incluem desconforto abdominal, distensdo e
diarreia, seguidos por sinais de desnutricédo (por exemplo,
perda de peso, anemia e osteoporose). Considerando os riscos
envolvidos com a desnutricédo, foi publicado que as criancas
recém-diagnosticadas com doenca celiaca eram deficientes em
vitamina D, zinco e ferro (Erdem et al., Vitamin and mineral
deficiency in children newly diagnosed with celiac disease.
Turk J Med Sci. 2015;45(4):833 a 836, 2015). Da mesma forma,
constatou-se que adultos com doenca celiaca recém-
diagnosticada e pacientes com DC nido tratada também tém
valores abaixo dos limites de referéncia para as vitaminas
Bs e Biz, vitamina D, &cido félico, =zinco, magnésio e ferro

(Wierdsma et al., Vitamin and mineral deficiencies are highly
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prevalent 1in newly diagnosed celiac disease patients.
Nutrients. 30 de setembro de 2013; 5 (10): 3.975 a 3.992.
doi: 10.3390/nub103975, Caruso et al., Appropriate nutrient
supplementation in celiac disease 2013 Ann Med. dezembro de
2013;45(8):522 a 531. doi: 10.3109/07853890.2013.849383.
Review, Schgsler et al., Symptoms and findings in adult-
onset celiac disease in a historical Danish patient cohort
Scandinavian Journal of Gastroenterology Vol. 51, ISS. 3.201
a 3.206). Na maioria dos casos, a remocdo do gluten da dieta,
uma vez gue Uuma pessoa tTenha sido diagnosticada com DC ou
ADC, restaura a histologia “saudavel” do intestino e leva a
normalizacdo do estado de vitaminas e minerais. No entanto,
a resolucdo da inflamacdo da mucosa através da adaptacédo a
uma dieta isenta de gluten nem sempre ¢é suficiente para
compensar a deficiéncia de minerais (caruso et al. 2013
supra). Assim, a suplementacédo de pessoas diagnosticadas com
CD/CDA ou em risco de desenvolver CD/CDA com vitaminas e/ou
minerails pode ser usada em conjunto com os lactobacilli
probidticos de acordo com a 1invencdo. De preferéncia, a
vitamina (ou vitaminas) e/ou o mineral (ou minerais) séao
selecionados a partir de uma ou mais dentre as vitaminas: A,
Bs, Biz, D; e/ou os minerais: ferro, zinco, magnésio.

[0032] Preferencialmente, as composicdes de cepas
probidticas da invencdo sédo proporcionadas na forma de uma

cadpsula ou comprimido ou um pd para administracdo oral.
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Pacotes compridos (stick packs) sd&o um tipo popular de
embalagem de Unica porcdo/dose uUnica utilizado na induastria
alimentar e no sector farmacéutico (vide
www.selo.com/packaging-machines/stick-packs/). Os mesmos
sdo muito convenientes para os consumidores usarem, e devido
ao fato de conterem uma dguantidade predeterminada das
composicdes probidticas da invencido, asseguram gque a dose
correta seja tomada para alcancar um efeito preventivo e/ou
terapéutico desejado de acordo com a invencio.

[0033] De preferéncia, em uso, as cepas probidticas
da invencdo sdo administradas a um individuo em uma
quantidade diaria de 1 x 10° a 1 x 10 unidades formadoras
de colénias (UFC), preferivelmente, de 1 x 10° a 1 x 10!t UFC
e, com maxima preferéncia, 1 x 10!° UFC. A quantidade di4ria
de UFC é preferencialmente administrada em uma uUnica dose ou
servico.

INDIVIDUOS A SEREM TRATADOS

[0034] De preferéncia, o individuo ¢é um humano.
Vantajosamente, o individuo humano ¢é uma crianca. De
preferéncia, a crianca tem menos de 18, 17, 1o¢, 15, 14, 13,
12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ou 1 ano de 1idade.
Vantajosamente, as composicdes da invencédo sdo para
administracdo desde o nascimento e, especialmente, a partir
do desmame, isto ¢é, o ponto em gque o bebé deixa de ser

alimentado inteiramente pelo leite materno.
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IDENTIFICACAO DE INDIVIDUOS EM RISCO

[0035] Preferencialmente, o individuo nédo possui um
ou mails dos sintomas de DC, mas tem um risco aumentado de
desenvolver DC.

[0036] Idealmente, o individuo ¢é identificado como
tendo um risco aumentado de DC pela presenca de um ou mais
fatores de risco soroldégicos, imunoldgicos e/ou genéticos.

[0037] Varios métodos para detectar a presenca de
fatores de risco soroldgicos, imunoldgicos e/ou genéticos
sdo bem conhecidos por pessoas versadas na técnica; mas
exemplos de métodos particularmente adequados sdo fornecidos
no presente documento por conveniéncia.

MARCADORES ASSOCIADOS A ADC E/OU DC

[0038] e Sorotipagem

[0039] 0 DQ2 positivo

[0040] 0 DQ8 positivo

[0041] ® Teste genético

[0042] O Hapléotipo DQ2.5c:is (DQAI*05/DQBI1*02)

[0043] O Haplétipo DQ2.2c¢is (DQAI*02:01/DQBI1*02:02)
[0044] O Hapldtipo DQ2.D5trans, pOr exemplo, hapldétipo

DQ2.2cis (DQAI1*02:01/DQB1#02:02) com hapldétipo DQ7.bcis

(DOA1*05:05/DQB1*03:01)

[0045] O Haplotipo DQ8cis (DQAI*03/DOB1*03:02)
[0046] 0 Alelo DQA1*05:01
[0047] 0 Alelo DQAI*05:05
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[0048] O Alelo DQOB1*03:02

[0049] O aumento do risco de desenvolver doenca
celiaca pode ser determinado por sorotipagem imunoldgica
e/ou andlise genética. A sorotipagem imunoldgica é utilizada
para identificar a presenca do marcador do sorotipo DQ2 e/ou
do marcador do sorotipo DQ8. A anadlise genética de DNA
gendmico pode ser realizada por PCR especifica da sequéncia
utilizando iniciadores especificos da sequéncia (PCR-SSP) ou
por sequenciacdo do gene. 0Os métodos de PCR especificos de
sequéncia incluem: PCR com iniciadores especificos de
sequéncia (PCR-SSP) (Sacchetti L, et al., Rapid
Identification of HLA DQA1*0501, DQB1*0201, and DRB1*04
Alleles in Celiac Disease by a PCR-Based Methodology. Clin
Chem. Novembro de 1997; 43 (11): 2.204 a 2.206.); PCR
quantitativa em tempo real (gPCR) com iniciadores
especificos para sequéncia e sondas TagMan (Reinton et al.,
A one-step real-time PCR assay for detection of DQA1*05,
DOB1*02 and DQR1*0302 to aid diagnosis of celiac disease. J
Immunol Methods. 20 de outubro de 2006; 316 (1-2): 125 a
132. Epub 18 de setembro de 2006.); gPCR com 1iniciadores
especificos para sequéncia e anédlise da curva de fuséo
(Selleski et al., Simplifying celiac disease predisposing
HLA-DQ alleles determination by the real time PCR method.
Arqg Gastroenterol. abril a junho de 2015; 52 (2): 143 a 146.

doi: 10.1590/50004-28032015000200013.); Amnplificacédo por PCR
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seguida de hibridizacldo com oligonucleotideos especificos de
sequéncia. 0Os métodos de sequenciacdo genética incluem
sequenciacdo Sanger com didesoxinucleotideos de terminacéo
de cadeila, pirossequenciacdo, sequenciacdo por sintese
(sequenciacéao de Illumina), sequenciacdo por ligacéo
(sequenciacdo SOLiD), sequenciacdo de nanoporos (MinION),
sequenciacdo de semicondutores Ion Torrent e sequenciacdo em

tempo real de molécula uUnica (Pacific Biosciences).

[0050] Os marcadores genéticos correspondentes aos
sorotipos DQ2 ou DQ8 incluem: haplétipo DQ2.5¢;is
(DQAI*05/DQB1*02) ; haplétipo DQ2.2c¢is

(DQAI1*02:01/DQOB1#02:02); hapldétipo DQ2.D5¢rans, poOr exemplo,
haplétipo DQ2.2¢is (DQAI*02:01/DQB1*02:02) com hapldétipo
DQ7.5¢is (DOQAI*05:05/DOB1#*03:01) ; hapldétipo DQ8cis
(DQA1*03/DQB1*03:02); alelo DQA1*05:01; alelo DQAI1*05:05 ;
alelo DQBI*03:02.

[0051] Os marcadores imunoldgicos para ADC e/ou DC
incluem: nivel de anticorpo de transglutaminase tecidual,
incluindo por ensaios de ligacdo por radioligandos (Agardh
et al., Using radioligand-binding assays to measure tissue
transglutaminase autoantibodies 1in vyoung children. Acta
paediatrica (0slo, Noruega: 1992). 2004; 93 (8): 1.046 a
1.051, Agardh et al., Prediction of silent celiac disease at
diagnosis of childhood type 1 diabetes by tissue

transglutaminase autoantibodies and HLA. Pediatric diabetes.
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2001; 2 (2): 58 a 65.); Nivel do anticorpo endomisio IgA
(EMA), incluindo na auséncia de uma deficiéncia na IgA sérica
total; niveis de peptideo de gliadina desaminado (DGP IgA e
IgG).

[0052] Preferencialmente, os um ou malis fatores de
risco s&o HLA-DQ2 e/ou HLA-DQS8.

[0053] Preferencialmente, os um ou malis fatores de
risco imunoldédgico sdo a positividade da transglutaminase
tecidual persistente (tTGA), 1isto &, um teste positivo tTGA
em duas ou mals ocasides consecutivas.

[0054] A positividade de tTG pode ser demonstrada
pela presenca de autoanticorpos tTG, preferencialmente, IgA-
tTGA e/ou IgG-tTGA, como aguil descrito.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0055] Figura 1: mostra a alteracdo no nivel médio
de tTGA-IgA ao longo do tempo no grupo de tratamento da cepa
L. paracasel + L. plantarum em comparagdo com O Jgrupo
placebo.

[0056] Figura 2: mostra a mudanca no nivel médio de
LtTGA-IgG ao longo do tempo no grupo de tratamento com I.
paracasei + L. plantarum comparado ao placebo.

EXEMPLOS

[0057] Os materiais, métodos e exemplos a seguir
incorporam aspectos da presente invencéio.

MATERIAIS E METODOS
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IDENTIFICACAO DE POPULACAO DE ESTUDO DE INDIVIDUOS COM

RISCO AUMENTADO DE DC POR FATORES DE RISCO SOROLOGICOS E

IMUNOLOGICOS GENETICOS

[0058] Os participantes foram recrutados da CiPiS e
participantes suecos do estudo TEDDY. O protocolo do estudo
TEDDY foil minuciosamente descrito em outros lugares (o estudo
The Environmental Determinants of Diabetes 1in the Young
(TEDDY) : study design. Pediatric Diabetes. 2007; 8 (5): 286
a 298). Em resumo, entre 2004 e 2010, os recém-nascidos
nesses centros foram genotipados para HLA e considerados
elegiveis se portassem um dos seguintes gendtipos: DR3-
DQ2/DR4-DQ8, DR4-DQ8/DR4- DQ8, DR4-DQ8/DR8, DR3- DQ2/DR3-
DQ2, DR4-DQ8/DR4b, DR4-DQ8/DR1, DR4-DQ8/DR13, DR4-DQ8/DRY ou
DR3-DQ2/DRS. No centro sueco, um total de 48.140 criancas
foram examinadas, das dquais 3.723 foram consideradas
elegiveis para HLA. Destes, o consentimento informado por
escrito para a participacdo no estudo foi fornecido pelos
pals ou cuidadores primarios em um total de 2.525 casos.
Dentro do protocolo TEDDY, as amostras de sangue sao
coletadas a cada 6 meses, e as criancas sdo examinadas
anualmente para tTGA a partir dos 2 anos de idade. Ao mostrar
a positividade de tTGA, amostras de sangue precoces sao
analisadas retrospectivamente para determinar o tempo de
soroconversdo. O0Os participantes gque obtiveram resultados

positivos em duas amostras de sangue consecutivas séo
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considerados tTGA persistentemente positivos, e considerados
como ADC. Todos os resultados definitivos sdo baseados em
andlises laboratoriais realizadas no laboratdrio europeu de
referéncia do Southmead Hospital, Bristol, Reino Unido. Uma
avaliacdo adicional sobre DC estd fora do escopo do protocolo
TEDDY. Na Suécia, a decisdo de realizar uma bidpsia
intestinal é feita caso a caso, dependendo dos niveis de
LTGA, grau de sintomas e sinais de desnutricéo.

[0059] No estudo CiPiS, as criancas nascidas em Skane
entre 2000 e 2004 foram examinadas usando genotipagem de HLA
de sangue do corddo umbilical e um questionario sobre fatores
maternos. Criancas portadoras de DQ2 e/ou DQ8 foram
consideradas com risco de HLA. Um total de 6.202 criancas em
risco foram convidadas, bem como 7.654 criancas sem risco de
HLA como controles. O exame de tTGA foi realizado aos 3 anos
de idade em 1.620/6.206 (26,1%) dos participantes do grupo
de risco de HLA e 1.815/7.654 (23,7%) dos controles, e aos
9 anos em 1.910/5.870 (32,5%) dos participantes com risco de
HLA e 2.176 de 7.072 (30,6%) dos controles. Se testados como
LTGA positivo, os participantes foram retestados pelo menos
3 meses depoils para confirmar a positividade de tTGA
persistente, e, apds isso, foram encaminhados para a clinica
pedidtrica local para uma biépsia intestinal. Os
participantes foram continuamente convidados dessas duas

coortes entre marco de 2012 e agosto de 2015. Os critérios
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de inclusédo foram os seguintes:

[0060] ® DPositividade de tTGA em 2 amostras
consecutivas, <30 U/ml usando o ensaio de tTGA de Bristol.
[0061] ® Nenhum diagndéstico de doenca celiaca.

[0062] ®¢ Negativo em todos os autoanticorpos
associados ao diabetes examinados no protocolo TEDDY (GADA,
IAA, TIA-2A, 7ZnT8A).

[0063] ® Sem participacdo no estudo TEDDY através de
um protocolo de longa disténcia.

[0064] Criancas positivas em autoanticorpos
associados a T1D foram excluidas do presente estudo para
minimizar influéncias na histdria natural da autoimunidade
das ilhotas. No entanto, seré apreciado que os autoanticorpos
associados a T1D constituem um marcador soroldgico para risco
aumentado de desenvolvimento de DC e, como tal, podem ser
utilizados para identificar individuos preferenciails para
tratamento preventivo e/ou terapéutico de acordo com os usos
e métodos da presente invencio.

PROJETO DE ESTUDO

[0065] As criancas que correspondem aos critérios de
inclusdo foram convidadas para uma reunido inicial e, em
seguida, agendadas para visitas de acompanhamento
aproximadamente 3 e 6 meses depois. 0Os participantes foram
randomizados na proporcdo de 1:1 para grupos de tratamento

ou controle. Na reunido inicial e na primeira visita de
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acompanhamento, cada grupo recebeu uma formulacdo em pd
contendo Lactobacilli, ou um placebo, respectivamente, e
instruido a consumir o produto diariamente por ingestdo do
pd apds a dissolucdo em 100 ml de liquido frio ou apds
misturar com fruta/alimento, em associlacdo com uma refeicdo
uma vez por dia, durante um periodo total de 6 meses, parar
0 consumo de qualsquer outros produtos alimentares contendo
probidéticos e armazenar os sachés refrigerados (2 a 8 °C).
Os pais também foram instruidos a ndo adicionar o pd a
bebidas quentes ou alimentos quentes. Em cada consulta, foram
coletados 10 ml de sangue venoso e uma amostra fecal. A
alocacédo para o grupo de tratamento ou controle foi oculta
para os participantes, médicos e equipe de laboratério.

ANALISE DE AUTOANTICORPOS DE TRANSGLUTAMINASE TECIDUAL

- FATOR DE RISCO IMUNOLOGICO PARA O DESENVOLVIMENTO DE DC

[0066] Os ensailos de ligacdo de radioligandos (RBA)
foram wutilizados ©para avaliar tTGA, como previamente
descrito ((Agardh D, et al., Pediatric Diabetes). 2001; 2
(2): 58 a 65) (Agardh D et al., Using radioligand-binding
assays to measure tissue transglutaminase autocantibodies in
young children. Acta paediatrica (0slo, Noruega: 1992).
2004; 93 (8): 1.046 a 1.051). Em resumo, a transglutaminase
tecidual humana (tTG) foi sintetizada por transcricdo e
traducdo in vitro de cDNA usando o Sistema de lisado de

reticulécitos acoplados TNT SP6 (Promega, Madison, WI,
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E.U.A.) na presenca de 35S-metionina (Perkin Elmer, Waltham,
MA, E.U.A.). Tanto IgG-tTGA como IgA-tTGA foram analisados.
Para a andlise de IgG-tTGA, 35S-tTG fol diluido e adicionado
a soro humano e incubadas durante a noite a 4 °C. Proteina
sefarose A (PAS) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, E.U.A.) fol usada para separar 35S-tTG livre
e ligado a anticorpo ligando-se IgG no soro. O PAS e 0 soro
355-tTG imunoprecipitado foram adicionados a uma placa de
filtro MultiScreenHTS DV de 96 pocos (Merck Life Science,
Darmstadt, Alemanha) e incubados em um agitador de placas,
seguido de lavagem. O coquetel de cintilacdo OptiPhase
Supermix (Perkin Elmer) foi adicionado, e a reatividade foi
medida em um Contador MicroBeta Trilux (Perkin Elmer). A
andlise IgA-tTGA foil realizada de modo semelhante, com a
excecdo de que foi utilizada agarose de IgA anti-humano de
cabra (Merck Life Science) em vez de PAS. 0Os niveis de TGA
foram expressos como U/ml calculados a partir de curvas
padrdo contendo aproximadamente 2, 4, 8, 16, 31, 63, 125,
250, 500 e 1.000 U/ml de IgA-tTGA e IgG-tTGA, respectivos.
O nivel de corte para valores positivos de anticorpos IgG e
IgA-tTG-tTG foi fixado em >4,0 U/ml, o que representou o 99°
percentual de 398 dadores de sangue adultos (Agardh D, et
al., Acta Paediatrica. 2004; 93 (8): 1.046 a 1.051). Quando
a deficiéncia seletiva de IgA era suspeita, os participantes

foram testados gquanto aos niveis de IgA totais como parte de
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seus estudos originais; no entanto, tal condicdo ndo foi
detectada entre os participantes.

PREPARACAO DE CULTURA DE LACTOBACILLI E COMPOSICAO DE

PRODUTO DE TRATAMENTO

[0067] A cultura de lactobacilli foil preparada por
Probi AB, ILund, Suécia. O produto ativo consistia em L.
paracasei 8700:2 liofilizada (DSM 13434) em combinacdo com
L. plantarum HEAL 9 (DSM 15312) com maltodextrina (Glucidex
IT-19, Roquette, Franca) na forma de um pd contendo uma UFC
combinada de 1 x 10! com cada cepa sendo representada
igualmente. O placebo consistiu em maltodextrina em pd e
peptona de levedura (HYP-A, BRioSpringer, Franca) para
ajustar cor e sabor, de modo que os dois produtos de teste
(probidtico e placebo) eram idénticos em aparéncia e sabor.
Os participantes foram instruidos a armazenar o produto na
geladeira e consumir um saché de um grama de produto todas
as manhds. Serd apreciado que é a UFC total de Lactobacillus
em vez da concentracédo (isto ¢é, massa ou numero de
Lactobacillus por unidade de massa ou volume da composicdo)
que é relevante para a eficédcia do produto.

ANALISE DE CITOMETRIA DE FLUXO

SEPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES (PBMCS)

[0068] As células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) das coortes no Exemplo 1 foram separadas do sangue

total por uma centrifugacdo em gradiente de densidade (1800
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G) usando um polissacarideo hidréfilo (BD Vac ® CPT™ Cell
Preparation Tube NC FICOLL™ 4 ml, N° Cat. 362760 Becton
Dickinson, NJ, E.U.A.). As células foram separadas dentro de
2 a 24 horas apds a coleta da amostra de sangue. A camada
mononuclear interfase aspirada foi lavada trés vezes com
meio RPMI-1640 com L-Glutamina (GIBCO n¢ 21875034, Thermo
Fisher Scientific, Gothenburg, Suécia). As células foram
contadas em um Abbott CELL DYN Ruby para uma concentracao
final de 1 a 4 x 10%/ml de linfécitos em RPMI-1640 (isto &,
o volume da suspensdo de PBMC foi ajustado de modo gque havia
1 a 4 x 10° linfécitos por ml).

PROTOCOLO DE IMUNOCOLORACAOQ

RESUMO
[0069] Apbs a contagem, as PBRMCs foram coradas com
anticorpos monoclonais dirigidos para estruturas

superficiais e intracelulares. Os anticorpos monoclonais
(Tabela 2) foram pré-marcados com gquatro fluorocromos,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
proteina Peridinina de clorofila (PerCP) e aloficocianina
(APC). As células coradas foram analisadas usando um
instrumento FACSCalibur® de gquatro cores (BD Biosciences,
CA, E.U.A.) passando por um feixe de laser. O FACSCalibur®
define populacdes celulares e conta as células por seus
atributos caracteristicos de tamanho, granularidade e

intensidade de fluorescéncia. Os detectores bpticos
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amplificam e convertem os sinails de luz em sinails de dados
elétricos. Os dados foram adquiridos e analisados no software
CellQuestPro® (BRD Biosciences).

TABELA 1: ANTICORPOS UTILIZADOS NA ANALISE DE

CITOMETRIA DE FLUXO.

Anticorpo e
Fornecedor N2 no Catalogo
fluorocromo

R&D Systems, Inc.,
CCR9 APC Abingdon, Reino|FAR17991A

Unido

BD Biosciences, CA,
CD45R0O APC 559865
E.U.A.

BD Biosciences, CA,
CDe62L APC 559772
E.U.A.

BD Biosciences, CA,
isétipo de IgGl APC 555751
E.U.A.

BD Biosciences, CA,
CD25 FITC 555431
E.U.A.

BD Biosciences, CA,
CD3 FITC 555332
E.U.A.

BD Biosciences, CA,
CD38 FITC 340909
E.U.A.
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BD Biosciences, CA,
CCR4 PE 551120
E.U.A.
BD Biosciences, CA,
CD8 PE 345773
E.U.A.
BD Biosciences, CA,
CD45RA PE 555489
E.U.A.
BD Biosciences, CA,
Integrina beta-7 PE 555945
E.U.A.
BD Biosciences, CA,
CD19 PerCP 345778
E.U.A.
BD Biosciences, CA,
CD4 PerCP 345770
E.U.A.
BD Biosciences, CA,
CD38 PerCP 345774
E.U.A.
CD3 FITC/CDl1é6 +|[BD Biosciences, CA,
342403
CD56 PE E.U.A.
Isbtipo de IgG2a
FITC/isdétipo de|BD Biosciences, CA,
340965

IgGl PE/CD4 PerCP-

Cy 5.5

E.U.A.
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Controle de
Fisher Scientific,
Isbtipos de IgG 12000C
Gotemburgo, Suécia
Humano

Kit de coloracéao

para células T
AH diagnostics AR,
reguladoras humanas 88-8999-40
Solna, Suécia
eBioscience™ (CD4,

CD25, FoxP3)

TABELA 2: COMBINACOES E CONCENTRACOES DE ANTICORPOS

USADAS NA ANALISE DE CITOMETRIA DE FLUXO.

Coloragao Direta
NUmero de
linfécitos
Painel de Prep. de mab
Tubo ROtulo Diluicdo |adquiridos,
Mistura em 100 pl
coletados e
fechados
FITC/PE/P
Controle 5 nl 1/20
1 erCP 3.000
de isdtipo 2,5 pl 1/40
APC
CD3 FITC 5 nl
1/20
2 CD16+56 PE 5 pl 10000
1/5
CD19 PerCP 20 pl
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CD3 FITC 5 nl 1/20
CD45RA PE 0,4 pl 1/250
3 10000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CD45RO APC 20 pl 1/5
CD3 FITC 5 nl 1/20
CD45RA PE 0,4 pl 1/250
4 10000
CD8 PerCP 2,5 pl 1/40
CD45RO APC 20 pl 1/5
CD3 FITC 5 nl 1/20
CD8 PE 0,4 pl 1/250
5 10000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CD62L APC 2,5 pl 1/40
CD25 FITC 10 pl 1/10
6 CD45RA PE 0,4 pl 1/250
100000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CD45RO APC 20 pl 1/5
CD25 FITC 10 pl 1/10
7 CCR4 PE 2,5 pl 1/40
50000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CD45RO APC 20 pl 1/5
CD25 FITC 10 pl 1/10
CCR4 PE 2,5 pl 1/40
8 50000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CD62L APC 2,5 pl 1/40
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IgG2a

CDh45 RA FITC 10 pl 1/10
Integrina B|PE 10 pl 1/10
9 50000
CD8 PerCP 5 pl 1/20
CCRO APC 5 ul 1/20
CD3 FITC 5 ul 1/20
Integrina B|PE 10 pl 1/10
10 50000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CCRO APC 5 ul 1/20
CD3 FITC 5 ul 1/20
Integrina B|PE 10 pl 1/10
11 50000
CD8 PerCP 5 pl 1/20
CCRO APC 5 ul 1/20
CD38 FITC 10 pl 1/10
Integrina B|PE 10 pl 1/10
12 50000
CD4 PerCP 5 pl 1/20
CD62L APC 2,5 pl 1/40
Kit de coloracido de células T reguladoras para humanos
Numero de
Prep. de
Painel de células
Tubo Rétulo mab em 100 |Diluicéo
Mistura para
pl
adquirir
Controle
13 de isdétipo |PE 20 pl 1/5 3.000
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CD4/CD25 FITC/APC Mistura de 2(1/20 e
50000
14 1/5
FoxP3 PE 20 pl 1/5
BLOQUETIO
[0070] As PBMCs foram divididas em dois tubos: tubo

A para bloqueio de PBMCs a cerca de 2 a 4 x 10° linfécitos/ml
em RPMI; tubo B para PBMCs para coloracdo sem bloqueio,
diluidas a cerca de 1 a 2 x 10° linfbécitos/ml por adicdo de
RPMI. As PBMCs no tubo A foram blogqueadas por incubacdo com
IgG humana normal (diluicdo de 1/34) durante 15 minutos a 2
a 8 °C protegida da luz.

COLORACAO DIRETA (TUBOS 1 A 12)

[0071] Misturas de anticorpos de acordo com os tubos
1 a 12 da tabela acima foram preparadas em tubos FACS (BD
Falcon, n® no catédlogo VWR 352052). As PBMCs blogqueadas do
tubo A foram adicionadas aos tubos 9 a 11, e as PBMCs nédo
bloqueadas do tubo B foram adicionadas aos tubos 1 a 8 e 12.
Os tubos FACS 1 a 12 foram agitados suavemente e incubados
durante 30 minutos a 2 a 8 °C protegidos da luz. As PBMCs
coradas foram lavadas adicionando-se 2 ml de solucdo salina
tamponada com fosfato fria (PBS, pH 7,4, n® no catdlogo Gibco
10010-015, Fisher Scientific, Gotemburgo, Suécia),
submetendo-se a vértice suavemente, centrifugando-se (10

minutos, 400 x g) e rejeitando-se o sobrenadante. As PRMCs
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coradas foram fixadas por ressuspensido em 200 ul de solucéo
de formaldeido PBS-1% (3 partes de PBS, pH 7,4, n2 no catédlogo
Gibco 10010-015 para 1 parte de solucdo de formaldeido a 4%,
n® no catédlogo da Apoteket 34 24 36) e incubacdo a 2 a 8 °C
durante a noite protegidas da luz.

COLORACAO COM KIT DE COLORACAO DE CELULAS T REGULADORAS

HUMANAS (TUBOS 13 A 14)

[0072] O tubo FACS 13 (vide tabela acima) foi
preparado com 100 ul de PBMCs nao bloqueadas do tubo B. O
tubo FACS 14 (vide tabela acima) foli preparado para a
coloracdo de superficie com 20 ul do coquetel de CD4
FITC/CD25 APC e 100 ml de PBMCs bloqueadas do tubo A, agitado
em vortice suavemente, e depois, incubo durante 30 minutos
a2 a8 °C protegido da luz. As PBMCs nos tubos 13 e 14 foram
lavadas adicionando-se 2 ml de PBS frio, agitando-se
suavemente em vdértice, centrifugando-se (5 minutos, 400 x
g), e descartando-se o sobrenadante. As PBMCs nos tubos 13
e 14 foram fixadas por ressuspensdo em 1 ml de Solugdo de
Fixacdo/Permeabilizacio (uma parte de
Fixacdo/Permeabilizacdo 4X Concentrada e trés partes de
Diluente de Fixacd@o/Permeabilizacd@o) e incubacdo a 2 a 8 °C
durante a noite protegidas da luz.

[0073] As PBMCs fixas (tubos 13 e 14) foram lavadas
e permeabilizadas por centrifugacdo (10 minutos, 400 x g),

descarte do sobrenadante, ressuspensdo em 2 ml 1X Tampdo de
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Permeabilizacdo (uma parte de 10X Tampdo de Permeabilizacéo
e nove partes de adgua destilada), agito suave, repeticédo das
quatro etapas anteriores novamente e, finalmente, nova
centrifugacdo (10 minutos, 400 x g). As PBMCs no tubo 14
foram blogqueadas por incubacdo com 2 ul de soro de rato
durante 15 minutos a 2 a 8 °C protegidas da luz. Coloracéo
intracelular foi realizada pela adicdo de 20 ml de isdbtipo
IgG2a de rato de controle PE ao tubo 13 e 20 ml de FoxP3
anti-humana PE ao tubo 14, seguido de incubacdo por 30
minutos a 2 a 8 °C protegido da luz. As PBMCs coradas foram
lavadas com 2 ml de PBS, suavemente submetidos a vdrtice,
centrifugados (10 minutos, 400 x g) e 0o sobrenadante foi
rejeitado antes de ressuspender as células em 200 ul de PBS
antes da anédlise de citometria de fluxo.

ANALISE DE CITOMETRIA DE FLUXO

[0074] O Becton Dickinson FACSCalibur® pode detectar
6 parametros diferentes de uma Unica particula ou célula em
um sistema O6ptico. O instrumento converte a dispersdo de luz
e intensidade de fluorescéncia em pulsos digitais. O Forward
Scatter (FSC) fornece uma medida do tamanho e o Side Scatter
(SSC) fornece uma medida da granularidade citoplasmética. O
instrumento possui detectores de fluorescéncia de quatro
cores: o laser azul (488 nm) detecta FL1, FL2 e FL3 e um
laser de diodo vermelho adicional (635 nm) detecta o FL4.

[0075] Apdbs a limpeza regular do sistema, foi
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realizada uma verificacd@o de calibracdo com microesferas
CaliBRITE de 3 cores (BD n® 340486) e microesferas CaliBRITE
APC (BD n° 340487) e o software AutoCOMPTM foi aplicado para
definir tensdes do tubo fotomultiplicador (PMT) e ajustar e
otimizar a compensacdo de fluorescéncia dos detectores (FL1;
FL2, FL3 e FL4). As microesferas CaliBRITE s&do de tamanho
exato, e sdo rotuladas com a quantidade exata de fluorocromos
simulando leucdcitos corados e ndo corados. O software
AutoCOMP™ gera um CalibFile. Todos os anticorpos monoclonais
foram pré-titulados com a configuracdo do instrumento Calib
File. O Software CellQuest Pro foli usado para executar o BD
FACSCalibur. 3.000 a 10.000 linfdécitos adquiridos, coletados
e fechados foram medidos para cada tubo de acordo com a
tabela acima.

[0076] Anticorpos de controle compativelis com ©
is6étipo (isdtipo IgG2/IgGl/CD4 (FITC, PE e PerCP-Cy 5.5) e
isétipo IgGl (APC), BD biosciences, CA, E.U.A.) foram usados
para definir o quadrante de grafico de pontos e calcular a
porcentagem de populacdes de linfdodcitos através da subtracao
de contaminantes ndo linfécitos. Os linfécitos foram
identificados e fechados em um gradfico de pontos exibindo
dispersido lateral (granularidade citoplasmatica) e células
T CD3+ de paradmetro FL1 (intensidade de FITC positiva). Uma
porta traseira multicor de linfdécitos foi entdo mostrada em

um grafico de pontos de FSC e SSC. Uma regido foi definida
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em torno desses linfécitos identificados (porta dos
linfbécitos) . Novos graficos de ponto foram exibidos a partir
da porta dos linfbdécitos com diferentes combinacdes de dois
paradmetros (FL1, FL2, FL3 e FL4) dos anticorpos monoclonais
corados de interesse e os subconjuntos caracteristicos foram
entdo identificados. 0s dquadrantes foram definidos nos
graficos de pontos de dois parémetros do controle de isdtipo,
populacdo negativa. Um subconjunto é relatado como uma
porcentagem de uma populacdoc de quadrante na porta dos
linfbécitos. Células negativas ndo coradas na porta do
linfbécito foram subtraidas. O termo “leucdcitos”, como agqui
usado, significa PBMCs (isto é, a populacdo total de células
isoladas) .

[0077] Especificamente, os subgrupos de células T,
CD4+ (Th) ou CD8+ (Tc) foram fechados a partir da porta do
linfbécito. Dessas portas, as células virgens foram fechadas
como CD3+CD4/CD8+CD45RA+CD45RO- e células de memdéria como

CD3+CD4/CD8+CD45RA-CD45R0O+. As células efetoras e de memdria

ativadas e diferenciadas foram fechadas Como
CD3+CD4/8+CD62L+, CD4+CD25+CD45RA+CD4 5RO+,
CD4+CD25+CCR4+CD45R0O, CD4+CD25+CCR4+CD62L+,

CD8+CD45RA+CCRIO+BR 7+, CD3+CD4+/CD8+ R7+CCRO+, CD4+CD38+
B7+CD62-. As células B foram definidas como linfdécitos CD3-
CD19+. A partir da porta dos linfécitos, as células CD4+

foram fechadas, seguidas por fechamento para células CD25+.
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Essa populacdo fol entdo examinada para a expressdao de
células FoxP3+. A partir da porta de CD4+CD25+, a percentagem
com a malor expressdo de CD25, determinou-se CD4+CD253tta, A
populacdo de linfdbécitos CD4+CD253ta foi entdo examinada
adicionalmente para a expressédo de FoxP3. As células NK foram
fechadas a partir da porta dos linfécitos. A partir desta
porta, as células NK foram fechadas como c¢élulas CD3-
CD16+/CD56+.

[0078] A regido do ensaio de linfécitos continha >70%
de linfécitos. A anédlise intraensaio das células T CD3+
mostrou uma covaridncia de 3%, e a analise interensaio das
células T CD3+ mostrou uma covariadncia de 5%.

ANALISE ESTATISTICA

[0079] O resultado do estudo foi autoimunidade
celiaca avaliada como alteracdes nos niveis séricos de
autoanticorpos tTG (uma crianca foi excluida devido a volumes
insuficientes) e alteracdes na resposta imune periférica de
células B, células NK e subpopulacdes de células T
reguladoras apds 6 meses. A comparacido entre os grupos de
variaveis binadrias foli feita por meio do teste exato de
Fisher. A comparacdo entre grupos em dados categdricos
continuos e ordenados ¢é feita pelo teste de soma de
classificacdo de Wilcoxon, por exemplo, o teste de soma de
classificacdo de Wilcoxon foi usado para comparar os niveis

de tTGA entre o grupo tratado com probidtico e o grupo
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placebo aos 0, 3 e 6 meses. Para comparar as mudancas nos
niveis de tTGA ao longo do tempo dentro de cada grupo, foi
utilizado o teste de classificacdo de Wilcoxon para variéaveis
continuas. Os niveis de IgA-tTGA e IgG-tTGA foram analisados
como conjuntos de dados separados. Da mesma forma, o teste
de soma de classificacdo de Wilcoxon foi aplicado para a
comparacdo entre os grupos tratados com probidético e placebo,
no gque diz respeito as alteracdes medidas desde a linha de
base até 3 e 6 meses para os parémetros analisados por
citometria de fluxo. O teste de classificacgdes sinalizadas
de Wilcoxon foi usado para medir as diferencas da linha de
base aos 3 e 6 meses dentro de cada grupo. Um teste t foi
usado para comparar a distribuicdo de HLA entre os grupos.

[0080] Os dados em falta ndo foram imputados, isto
&, as analises estdo em casos observados. Para evitar o
efeito de abandono e restringir a comparacdo do tratamento
aquelas criancas que aderiram perfeitamente as instrucdes do
ensaio clinico, foram realizadas andlises de intencdo de
tratar e andlise por protocolo. Todos os valores de p
relatados sdo de 2 lados, e ndo foram ajustados para
multiplicidade (ou seja, nominal). Um valor de p <0,05 foi
considerado de significdncia estatistica. As anéalises
estatisticas foram realizadas no StatXact versdo 10.1
(Cytel, Cambridge, MA, E.U.A.).

RESULTADOS - O TRATAMENTO COM CEPAS DE L. PARACASEI E
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L. PLANTARUM REDUZ 0OS AUTOANTICORPOS TTGA NA AUTOIMUNIDADE

DA DOENCA CELIACA (ADC)

[0081] Um total de 118 <criancas preencheram os
critérios de inclusdo e foram convidadas a participar da
pesquisa. Destas, 90 criancas e seus cuidadores concordaram
em estudar a participacdo: 1 do estudo CiPiS e os 89
restantes do estudo TEDDY. Doze (13%) destas deixaram o
estudo apds a visita inicial. Uma crianca foi excluida devido
ao fato de as amostras de sangue terem volumes insuficientes
para realizar a analise de tTGA. No total, 77 (87%) criancas
foram incluidas no conjunto de dados final; 40 (52%) no grupo
tratado com probidético e 37 (48%) no grupo placebo,
respectivamente. As caracteristicas de linha de base desses
grupos sdo mostradas na Tabela 3, e a distribuicdo de HLA na
Tabela 3A. A duracdo média e mediana do estudo fol de 188 e
190 dias, respectivamente (Ql: 176,5 dias, Q3: 203 dias,
distribuidos 153 a 237 dias).

TABELA 3: CARACTERISTICAS DE LINHA DE BASE NO INICIO DO

ESTUDO (PRIMEIRA VISITA)

Tratamento Placebo valor de
n = 40 n = 37 p
Idade, anos, média 4,85 4,42 0,2841
Sexo, n 0,172%
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Meninos 22 14

Meninas 18 23

Peso, kg, média 22,0 20,8 0,1821
Comprimento, cm,

114,0 110, 8 0,2431
média
lteste de Soma de Classificacdo de Wilcoxon, 2 lados;

2teste exato de Fisher, 2 lados

TABELA 3A: DISTRIBUICAO DE HLA DA POPULACAO DO ESTUDO

Grupo Grupo
valor de
Tipo de HLA probidtico placebo
P
n (%) n (%)
DR3-DQ2/DR4-DQ8 10 (25,0) 1o (42,1) 0,112
DR4-DQ8/DR4-DQ8 10 (25,0) 7 (18,4) 0,488
DR4-DQ8/DR8/DQ4 4 (10,0) 2 (5,2) 0,439
DR3-DQ2/DR3-DQ2 15 (37,5) 13 (34,2) 0,766
DR4/DR1 1 (2,5) 0 (0,0) 0,333
TABELA 4: NIVEIS DE AUTOANTICORPOS DA TRANSGLUTAMINASE
TECIDUAL (TTGA), IGA E IGG. VALORES DE P SAO COMPARACOES

ENTRE TRATAMENTO E PLACEBO EM CADA VISITA.
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Visita 2 Visita 3
Visita 1 (aprox. 3| (aprox. 6
meses) meses)
tTGA-IgA,
média (mediana)
Tratamento 158,60 (4,71)172,84 (3,07) |b55,41 (2,69)
Placebo 12,96 (4,38) 121,98 (4,93) |38,23 (3,72)
valor de pt 0,8912 0,3013 0, 6545
tTGA-IgG,
média (mediana)
Tratamento 166,98 (1,57)1141,74 (1,64)]86,35 (1,61)
Placebo 8,00 (1,60) 14,26 (1,56) 64,33 (1,36)
valor de pt 0,8480 0,9373 0,5428

lteste de soma de classificacdo de Wilcoxon, 2 lados

[0082] Apds 3 meses, 0s niveis de tTG-IgG diminuiram
uma média de 29,4 + 513 U/ml no grupo probidtico e aumentaram
no grupo placebo uma média de 6,3 + 48 U/ml em relacdo aos
niveis de 1linha de Dbase (p = 0,046 e p = 0,034,
respectivamente), mas nenhuma diferenca significativa nos
niveis de IgA-tTG entre os grupos foi observada apds 3 meses.
Apbs 6 meses, o0s nivels diminuiram tanto para IgA-tTG

(reducdo média de 107,0 * 855 U/ml; p=0,013) guanto para
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IgG-tTG (reducdo média de 84,7 £ 748 U/ml; p=0,062) no grupo
probidtico, engquanto o oposto foi verdadeiro para o grupo
placebo, que mostrou niveis aumentados tanto para IgT-tTG
(aumento médio de 25,0 + 161 SD U/ml; p=0,043) guanto para
IgG-tTG (aumento médio de 56,2 £ 349 U/ml; p=0,008) em
comparacdo com a linha de base.

RESULTADOS - O TRATAMENTO COM CEPAS DE L. PARACASEI E

L. PLANTARUM DIMINUI A PROPORCAO DE CELULAS T NATURAL

KILLERS, EQUILIBRA O AUMENTO DA PROPORCAO DE CELULAS NATURAL

KILLER E REDUZ A EXPRESSAO DE CD62L EM CELULAS T CITOTOXICAS

[0083] A anédlise por citometria de fluxo foil usada
para examinar quaisquer alterac¢des no tamanho e no estado de
ativacédo das populacdes de gldbulos brancos na linha de base
e em cada uma das visitas de acompanhamento, em ambos os
grupos de estudo.

[0084] A Tabela 5 mostra gue a percentagem de células
T natural killers (NK-T), identificadas como células CD3+
CD56+, diminuiu com o tratamento com Lactobacillus, e a
reducdo foil estatisticamente significativa na segunda visita
de acompanhamento dentro do grupo de tratamento (p=0,0297)
e entre os grupos tratamento e placebo (p=0,0079). A Tabela
6 mostra que a percentagem de células natural killers (NK),
identificadas Como CD3-CD5eé6+, aumentou de forma
estatisticamente significativa na visita de 6 meses no grupo

placebo em comparacdo com o grupo probidtico (p = 0,0381).
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[0085] A Tabela 7 mostra o numero de células T
citotdéxicas (CD3+CD8+), que foram aumentadas em uma média de
1,74% (p=0,017) no grupo placebo na primeira visita de
acompanhamento (3 meses) apenas. A Tabela 7TA mostra a
proporcédo de células Ty fechadas (CD3+CD4+), gque, na segunda
visita de acompanhamento (6 meses), diminuiram em média 5,55%
(p = 0,039) no grupo placebo, enquanto nenhuma alteracéao
significativa foi observada para o grupo probidtico.

[00806] Além da Tabela 7, a expressdo de CD62L na
superficie de células CD3+CD8+ nas Tabelas 8 e 9 mostra uma
tendéncia estatistica para mais c¢élulas T citotdxicas
CDe21bP3txas  (p = 0,0815) e menos células T citotdxicas
Cche2laltas (p = 0,0729) com tratamento probidtico comparado
ao placebo na segunda visita de acompanhamento. CD62L é a
molécula de adesdo celular L-selectina, envolvida nas
interacdes de linfécitos com células endoteliais, auxiliando
na entrada nos tecidos linfoides secundarios. A presenca de
CD62L na superficie celular indica um estado virgem (naive)
(CDh62Latta) , enquanto, quando as células foram ativadas, as
mesmas liberam CD62L de sua superficie (CD62LPaixa) A Tabela
9A também mostra menos células CD3+CD8+CD62LPatxas (reducdo
média de 0,86%, p = 0,014) no grupo placebo na segunda visita
de acompanhamento, enquanto nenhuma alteracdo significativa
fol observada para o grupo probidtico.

[0087] Além da Tabela 7A, a Tabela 9B mostra uma
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tendéncia para uma diminuicdo nas células CD3+CD4+CD62Lbalxas
no grupo placebo (reducdo média de 5,55%, p = 0,039),
enquanto nenhuma alteracdo significativa foi observada para
O grupo probidtico.

TABELA 5: CD3+CD56+ DE CELULAS T NK (% DE CELULAS NK-T

DE LINFOCITOS)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0

Lactobacilli N 33 39 38 32 31
Ausente 13 7 8 14 15
Min. 0,10 0,10 0,10 -1,54 -3,067
Mediana 0,44 0,45 0,44 -0,09 -0,10
Max. 4,74 3,27 1,60 1,57 1,00
Média 0,77 0,067 0,51 -0,12 -0,29
Padrao 0,85 0,062 0,34 0,066 0,81
valor de P N/D N/D N/D 0,2082 00,0297

Placebo N 32 34 34 30 30
Ausente 12 10 10 14 14
Min. 0,12 0,22 0,19 -0,95 -0,94
Mediana 0,406 0,49 0,58 0,02 0,18
Max. 1,26 1,30 2,35 0,97 1,72
Média 0,55 0,59 0,069 0,04 0,13
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Padrao 0,30 0,33 0,40 0,41 0,52
valor de P N/D N/D N/D 0,6815 0,1082
valor de P 0,4590 0,8238 0,0202 0,2316 0,0079

TABELA 6: CD3-CD56+ DE CELULAS NK (% DE CELULAS NK DE

LINFOCITOS)
Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0

Lactobacilli N 33 39 38 32 31
Ausente 13 7 8 14 15
Min. 1,11 3,14 1,068 -26,45 -34,27
Mediana 8,79 7,63 7,07 0,18 -1,61
Max. 43,71 21,95 15,14 8,062 10,74
Média 10,69 8,33 7,76 -2,01 -2,860
Padrao 8,99 4,55 3,50 7,54 9,81
valor de P N/D N/D N/D 0,4559 0,2639

Placebo N 32 34 34 30 30
Ausente 12 10 10 14 14
Min. 2,37 1,99 3,08 -11,55 -6,78
Mediana 7,18 7,11 7,65 1,80 2,18
Max. 26,01 27,77 47,42 9,55 21,41
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Média 8,33

Padrao 5,52

valor de P N/D

N/D N/D 0,1347 00,0606

valor de P 0,2930

0,8842 0,2172 00,2194 00,0381

TABELA 7: CD34CD8+ (% DE CELULAS T CITOTOXICAS DE
LINFOCITOS CD3+)
Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 19,23 20,42 24,06 -9,73 -4,15
Mediana 33,62 33,22 34,56 0,93 1,14
Max. 42,13 45,21 44,05 13,63 15,40
Média 32,51 33,50 34,08 1,24 2,10
Padrao 6,22 6,04 5,67 4,47 4,94
valor de P N/D N/D N/D 0,1122 00,0732
Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 17,62 17,33 17,47 -4,17 -14,04
Mediana 32,39 33,08 31,86 1,12 0,31
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Max. 47,94 50,53 47,49 9,93 le,86
Média 32,10 33,53 33,15 1,74 1,01
Padrao 7,70 8,53 7,37 3,36 6,35
valor de P N/D N/D N/D 0,0171 00,6295
valor de P 0,6181 0,9679 0,4206 0,40643 0,4136

TABELA 7A: CD3+CD4+ (% DE CELULAS T AUXILIARES DE

LEUCOCITOS CD3+)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0

Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 2,13 1,21 4,73 -30,81 -38,10
Mediana 14,95 13,71 11,75 -1,34 -3,01
Max. 48,34 31,08 29,82 19,02 17,09
Média 17,04 13,84 14,063 =-2,47 -3,44
Padrao 9,78 7,36 6,79 12,40 12,63
valor de P N/D N/D N/D 0,3176 0,2286

Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 1,06 6,40 0,93 -32,01 -31,93
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Mediana 14,04 13,30 13,35 0,04 -4,07
Max. 50,33 35,42 29,2¢ 11,53 14,57
Média 19,01 15,61 14,20 -4,43 -5,55
Padrao 12,82 8,00 7,13 11,98 12,061
valor de P N/D N/D N/D 0,2508 00,0386

valor de P

0,8244 0,4243 0,8073 0,86049 0,6679

TABELA 8:

CD3+CD8+CD621,BAIXA

(¢ DE CD62LEAIXA DE CELULAS

CD3+CD8+ OU CELULAS T CITOTOXICAS COM BAIXA EXPRESSAO DE

CD62L COMO %

DE LINFOCITOS)
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Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 31 39 38 30 29
Ausente 15 7 8 16 17
Min. 12,93 11,02 12,99 -30,81 -22,56
Mediana 30,01 25,78 28,38 0,12 2,86
Max. 61,80 70,98 90,33 43,51 60,32
Média 32,53 32,12 33,72 0,89 3,66
Padré&o 13,05 15,49 18,31 17,39 10,52
valor de P N/D N/D N/D 1,0000 0,3495
Placebo N 31 32 34 27 29




48/73

Ausente 13 12 10 17 15
Min. 8,59 10,38 13,17 -25,80 -21,86
Mediana 33,01 28,55 25,92 -2,69 -3,39
Méax. 55,58 63,70 68,32 55,02 34,12
Média 32,15 31,07 28,73 -0,63 -=-3,25
Padrao 10,91 14,24 13,44 15,51 14,66
valor de P N/D N/D N/D 0,5619 00,1622
valor de P 1,0000 0,7983 0,3736 0,7692 0,0815

TABELA 9: CD3+CD8+CD62IALT™A (% DE CD62LAL™ DE CELULAS

CD3+CD8+ OU % DE CELULAS T CITOTOXICAS COM ALTA EXPRESSAO DE

CD621L)
Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacillii N 31 39 38 30 29
Ausente 15 7 8 16 17
Min. 38,20 28,91 7,83 -43,45 -61,92
Mediana 69,75 73,68 71,19 -0,19 =-2,72
Max. 87,07 88,73 86,80 31,37 22,56
Média 67,25 67,68 65,74 -0,87 -4,07
Padré&o 13,13 15,42 18,30 17,46 106,37
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valor de P N/D N/D N/D 1,0000 00,2867
Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 44,42 35,40 31,27 -56,01 -34,20
Mediana 66,93 71,24 73,51 3,18 3,26
Méax. 91,41 89,62 86,56 25,80 21,86
Média 67,62 68,63 71,03 0,56 3,24
Padrao 10,91 14,31 13,40 15,51 14,65
valor de P N/D N/D N/D 0,4846 0,1689
valor de P 0,9554 0,8206 0,3001 00,7212 0,0729

TABELA 9A: CD3+CD8+CD62IBAI¥A (g DE CD62LBAT*A DE CELULAS

CD3+CD8+ OU CELULAS T CITOTOXICAS COM BAIXA EXPRESSAO DE

CD62L COMO % DE LEUCOCITOS)

Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacilli N 31 39 38 30 29
Ausente 15 7 8 16 17
Min. 0,062 0,14 0,57 -3,63 -5,08
Mediana 2,53 2,11 2,43 -0,37 -0,10
Max. 10,30 14,95 7,067 12,94 4,87
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Média 2,91 2,54 2,75 0,01 -0, 01
Padrao 2,05 2,37 1,61 2,84 1,93
valor de P N/D N/D N/D 0,2917 00,7922
Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 0,20 0,63 0,23 -5,70 -4,99
Mediana 2,70 2,26 2,02 -0,31 -0,85
Méax. 8, 68 7,48 7,66 4,58 4,78
Média 2,98 2,62 2,24 -0,45 -0,860
Padrao 2,03 1,58 1,56 1,89 2,09
valor de P N/D N/D N/D 0,2087 0,0143
valor de P 0,7241 0,5793 0,1456 0,8460 0,0879

TABELA 9B: CD3+CD4+CD62IBAI¥A (% DE CD62LBAT*A DE CELULAS

CD3+CD4+ OU CELULAS T AUXILIARES COM BAIXA EXPRESSAO DE CD62L

X

COMO % DE LEUCOCITOS)

Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacilli N 31 39 38 30 29
Ausente 15 7 8 16 17
Min. 0,35 0,31 0,63 -5,97 -5,1¢0
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Mediana 2,42 1,74 1,85 -0,47 -0,07
Méax. 7,69 17,53 10,62 15,99 5,43
Média 2,83 2,45 2,59 -0,30 -0,18
Padrao 1,80 2,92 2,05 3,64 2,44
valor de P N/D N/D N/D 0,1446 0,3330
Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 0,27 0,61 0,13 -4,93 -6,83
Mediana 2,56 2,19 2,06 -0,23 -0,83
Méax. 10,62 5,69 6,82 3,67 2,86
Média 3,25 2,41 2,31 -0,86 -0,91
Padrao 2,20 1,38 1,54 1,98 2,15
valor de P N/D N/D N/D 0,0702 0,0506
valor de P 0,4414 0,2857 00,6680 0,8336 0,4559

RESULTADOS - O TRATAMENTO COM CEPAS DE L. PARACASEI E

L. PLANTARUM PREVINE UM AUMENTO DA ATIVACAO DE CELULAS T

AUXILIARES (CELULAS CD4+CD25+) E UM AUMENTO DE CELULAS

CD4+CD25+FOXP3+

[0088] Uma analise adicional de citometria de fluxo
concentrou-se nas células T auxiliares, identificadas como

CD3+CD4+, com subpopulacdes de células T CD4+ diferindo entre
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os doils grupos de estudo.

[0089] A Tabela 10 mostra que a populacdo de células
Ty virgens (CD4+CD45RA+CD45R0O-) na segunda visita de
acompanhamento (6 meses) diminuiu em média 4,73% (p = 0,002)
no grupo placebo. A Tabela 10 também mostra que o tratamento
com Lactobacillus preveniu essa diminuicdo na proporcdo de
células com o marcador de células T virgens CD45RA+/RO- em
comparacdoc ao placebo (p = 0,0532 para V1-V0O; p = 00,0217
para V2-V0). Por outro lado, a Tabela 11 mostra que a
populacdo de células Tu de membria (CD4+CD45RA-CD45RO+)
aumentou em uma média de 3,07% (p = 0,003) no grupo placebo
na segunda visita de acompanhamento (6 meses). A Tabela 11
também mostra que o tratamento com TLactobacillus impediu
este aumento na proporcdo de células com o marcador de
células T de memdria CD45RA-/RO+ em comparacdo com o placebo
(p = 0,0650 para V1-V0O; p = 0,0198 para V2-VO0).

[0090] A Tabela 10A mostra que a populacdo de células
Te virgens (CD8+CD45RA+CD45R0O-) na segunda visita de
acompanhamento (6 meses) diminuiu em uma média de 2,17% (p
= 0,030) no grupo placebo, enquanto nenhuma mudanca
significativa foi observada para o grupo probidtico.

[0091] O tratamento Lactobacillus também impediu um
aumento na percentagem de células T auxiliares de memdbria
(CD45RO+), em comparacao com o placebo (Tabelas 12 a 15), e

impediu um aumento na percentagem de células Ty de memdria
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que expressam R4CC (CD4+CD45RO+R4CC+) (aumento médio de
7,63% do grupo placebo, p = 0,003; p = 0,0110; Tabela 15A).

[0092] O tratamento com Tactobacillus evita uma
diminuicéao nas células T auxiliares CD4+CD38+CD62L,
expressando a ectoenzima CD38 e a molécula de adesédo celular
das glicoproteinas, mas ndo L-selectina (CD62L), com uma
tendéncia na segunda visita de acompanhamento (Tabela 16, p
= 0,0753). O tratamento também previne a diminuicdo nas
células T auxiliares CD4+CCRO9+R7+ observadas na segunda
visita de acompanhamento (Tabela 17, p= 0,0382). A expresséio
de B7 (do receptor de homing intestinal «4B7) na superficie
das células T é considerada como caracteristica das células
homing intestinais.

[0093] A Tabela 18 mostra que o tratamento com
Lactobacillus impediu um aumento na proporcdo de células T
auxiliares ativadas na segunda visita de acompanhamento,
onde a ativacdo é identificada por CD25, a saber, a cadeia
alfa do receptor de interleucina-2. A Tabela 18A mostra que
a percentagem de células CD4+CD25+CD45RA+ virgens diminuiu
em uma média de 5,72% (p = 0,0179) no grupo placebo na
segunda visita de acompanhamento (6 meses), enguanto nenhuma
mudanca significativa foi observada para o grupo probidtico.

[0094] A Tabela 19 mostra ainda que o tratamento com
Lactobacillus na segunda visita de acompanhamento impediu um

aumento na proporcdo de células T reguladoras, identificadas
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como células CD4+ com alta positividade para CD25 (CD2b5alta),
[0095] A Tabela 20 mostra uma tendéncia a um aumento
na porcentagem de células CD4+CD25+FoxP3+ no grupo placebo
na segunda visita de acompanhamento (aumento médio de 0,32%,
p = 0,0521) e um efeito geral significativo do tratamento
probidtico em comparacdo com placebo (p = 0,0275).

TABELA 10: CD4+CD45RA+RO- (

oo

DE CD45RA+CD45R0O- DE

CELULAS CD3+CD4+ OU CELULAS T AUXILIARES VIRGENS COMO & DE

LINFOCITOS)
Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0

Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 38,93 48,45 49,57 -16,37 -14,55
Mediana 68,060 66,79 65,01 1,78 -0,59
Max. 80,51 83,83 78,37 26,60 17,89
Média 65,25 66,88 65,68 1,75 -0, 08
Padrao 9,63 8,00 7,95 8,17 6,92
valor de P N/D N/D N/D 0,3105 0,7457

Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 42,72 46,64 47,24 -19,50 -28,78
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Mediana 71,52 68,41 68,87 -1,72 -4,03
Max. 85,28 82,13 82,39 12,27 19,53
Média 69,70 67,91 65,87 -2,79 -4,73
Padrao 9,62 9,12 9,00 7,67 8,80
valor de P N/D N/D N/D 0,0692 0,0017
valor de P 0,0420 0,40672 0,7901 0,0532 0,0217

TABELA 10A: CD8+CD45RA+RO- (% CD45RA+CD45RO- DE CELULAS

CD3+CD8+ OU CELULAS T CITOTOXICAS VIRGENS COMO & DE

LEUCOCITOS)
Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 0,85 0,52 1,96 -9,82 -9,82
Mediana 5,23 5,39 5,79 -0,12 -0,260
Max. 14,25 17,78 15,00 10,20 7,09
Média 6,29 6,00 6,160 0,10 -0, 58
Padrao 3,61 3,62 3,07 5,13 4,34
valor de P N/D N/D N/D 0,9655 0,4016

Placebo N 31 32 34 27 29
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Ausente 13 12 10 17 15
Min. 0,94 2,03 0,59 -20,68 -20,47
Mediana 5,57 4,67 4,70 -1,24 -1,71
Méax. 23,89 15,68 14,23 6,07 9,28
Média 7,27 5,94 5,44 -1,88 =-2,17
Padrao 5,07 3,64 3,35 4,99 5,38
valor de P N/D N/D N/D 0,0731 0,0308
valor de P 0,6745 0,7197 0,2647 0,2156 0,1951

TABELA 11: CD4+CD45RA-RO+ (% DE CD45RA-CD45RO+ DE

X

CELULAS CD3+CD4+ OU % DE CELULAS T AUXILIARES DE MEMORIA)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0

Lactobacillii N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 5,36 1,96 9,45 -15,41 -10,50
Mediana 18,46 17,46 18,40 -0,25 0,05
Max. 43,39 27,98 35,53 5,00 9,07
Média 19,61 17,00 18,72 -1,95 -0,34
Padré&o 8,58 5,71 6,20 6,05 5,42
valor de P N/D N/D N/D 0,2336 0,8513
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Placebo N 31 32 34 27 29
Ausente 13 12 10 17 15
Min. 0,84 0,28 0,31 -6,51 -5,91
Mediana 14,89 14,47 17,85 0,23 3,82
Méax. 30,44 40,92 30,94 17,82 11,81
Média 15,69 16,37 17,76 1,53 3,07
Padrao 6,03 7,51 7,24 5,21 4,82
valor de P N/D N/D N/D 0,2220 0,0032

valor de P 0,0749 0,4463 0,6040 0,0650 00,0198

TABELA 12: CD4+CD25+CD45RO+ (% DE CD45RO+ DE CELULAS

X

CD3+CD4+CD25+ QU % DE CELULAS DE MEMORIA DE CELULAS T

AUXILIARES EXPRESSANDO CD25)

Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacillii N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 4,30 20,03 29,09 -54,63 -34,75
Mediana 49,80 48,33 49,82 0,54 4,67
Max. 79,94 81,02 75,62 38,33 22,71
Média 50,68 49,47 50,48 0,51 0,94
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Padrao 17,76 14,48 11,69 15,44 12,57
valor de P N/D N/D N/D 0,5814 00,4161
Placebo N 32 33 33 29 29
Ausente 12 11 11 15 15
Min. 1,36 4,51 21,47 -25,54 -26,73
Mediana 44,76 42,96 48,32 2,13 12,56
Méax. 66,91 76,11 79,29 45,63 60,72
Média 41,87 44,75 52,11 3,18 11,75
Padrao 15,19 15,84 15,63 14,01 17,00
valor de P N/D N/D N/D 0,2770 0,0006
valor de P 0,0536 0,2195 0,7440 0,7690 0,0027

TABELA 13: CD4+CD25+CCR4+CD45RO+ (% DE CD45RO+ DE

CELULAS CD4+CD25+CCR4+) (% DE CELULAS DE MEMORIA DAS CELULAS

T AUXILIARES QUE EXPRESSAM CD25 E CCR4)

Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 0,00 50,16 48,73 -16,72 -30,75
Mediana 70,63 74,93 72,53 3,15 2,40
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Méax. 91,41 91,89 92,78 64,64 20,14
Média 69,16 73,65 72,40 4,13 1,96
Padrao 16,42 9,60 11,23 14,97 11,94
valor de P N/D N/D N/D 0,1406 00,2367
Placebo N 32 33 33 29 29
Ausente 12 11 11 15 15
Min. 7,09 47,80 42,75 -=-23,37 -10,71
Mediana 68,36 72,43 75,77 2,30 6,65
Méax. 91,72 87,69 97,06 53,46 57,05
Média 67,18 71,72 75,98 4,06 9,38
Padrao 15,39 9,70 11,15 12,95 13,82
valor de P N/D N/D N/D 0,0760 0,0007
valor de P 0,4407 0,4513 0,1512 0,9181 0,0825

TABELA 14: CD45R0O+ DE CD4+CD25+2M2 (% DE CD45RO+ DE

CELULAS CD4+CD25AL™A OU % DE CELULAS DE MEMORIA DAS CELULAS T

AUXILIARES COM ALTA EXPRESSAO DE CD25)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
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Min. 3,80 21,34 25,97 -53,86 -39,60
Mediana 45,89 48,07 46,22 -0,95 -0,41
Méax. 82,58 84,63 71,63 39,87 30,38
Média 48,43 46,67 47,65 -0,12 -0,29
Padrao 18,10 15,41 12,85 15,80 15,81
valor de P N/D N/D N/D 0,79205 00,8872
Placebo N 32 32 33 28 29
Ausente 12 12 11 16 15
Min. 1,82 14,37 19,27 -35,46 -41,68
Mediana 41,13 40,76 44,30 0,45 7,78
Méax. 73,40 77,40 93,43 44,43 63,66
Média 41,22 42,91 49,31 1,53 9,35
Padrao 17,19 16,16 18,32 16,54 21,65
valor de P N/D N/D N/D 0,6456 0,0121

valor de P

0,131¢

0,2188 00,9315

0,7891 00,0456

TABELA 15:

CCR4+CD45R0O+ DE CD4+CD25ALTA

(%

DE CD45RO+ DE

CELULAS CCR4+CD4+CD25 ALTA QU

Q

o

[©]

DE CELULAS T

AUXTILIARES DE

MEMORIA EXPRESSANDO CCR4 E NIVEIS ELEVADOS DE

CD25)

Grupo

Estatistica VO

V1

V2

V1-v0 V2-VO0
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Lactobacillii N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 0,00 52,12 55,22 -19,05 -20,84
Mediana 75,68 79,65 78,81 0,47 3,97
Méax. 97,30 92,41 95,63 70,53 28,18
Média 73,10 77,16 77,04 3,32 1,84
Padrao 17,86 9,84 10,22 16,78 11,65
valor de P N/D N/D N/D 0,5136 0,3259

Placebo N 32 32 33 28 29
Ausente 12 12 11 16 15
Min. 9,93 45,90 34,09 -21,33 -22,60
Mediana 73,76 77,93 82,87 3,82 7,88
Méax. 94,87 89,46 98,37 64,49 66,47
Média 71,24 75,47 81,30 4,20 10,67
Padrao 17,52 10,28 12,33 16,12 17,87
valor de P N/D N/D N/D 0,2183 0,0011

valor de P

0,6383 0,5311 0,0492

0,9790 00,0452

TABELA 15A:

CD4 5RO+

DE CD4+CCR4+ (%

DE CELULAS T

AUXILIARES DE MEMORIA EXPRESSANDO CDR4 NA SUA SUPERFICIE)
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Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 1,71 44,95 38,12 -33,51 -27,79
Mediana 65,03 70,17 66,43 1,27 0,50
Max. 90,03 90,63 86,20 64,29 17,88
Média 64,95 68,80 66,81 2,74 -0,32
Padrao 15,29 9,60 10,60 15,27 10,20
valor de P N/D N/D N/D 0,1461 1,0000

Placebo N 32 33 34 29 30
Ausente 12 11 10 15 14
Min. 6,23 39,83 40,82 -19,87 -23,38
Mediana 65,73 68,45 69,99 3,22 5,86
Max. 84,23 90,04 90,04 33,60 41,56
Média 62,97 67,78 70,12 4,63 7,63
Padrao 15,11 10,42 11,82 12,77 13,92
valor de P N/D N/D N/D 0,0920 0,0026

valor de P 0,7338 0,7553 0,1900 0,5179 0,0110

TABELA 16: CD38+ DE CD4+CD62LBAIXA (g

DE CD62L5AHEA DR

CD38+CD4+ OU % DE CELULAS T AUXILIARES EXPRESSANDO CD38 E
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BAIX0S NIVEIS DE CD62L)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 30 39 38 29 28
Ausente 16 7 8 17 18
Min. 1,30 1,42 0,94 -8,68 -o0,11
Mediana 3,90 3,86 3,57 -0,15 0,064
Max. 10,53 20,920 23,76 7,98 19,44
Média 4,89 5,32 5,58 0,17 1,03
Padrao 3,03 4,01 4,45 3,87 5,00
valor de P N/D N/D N/D 0,6740 0,5670
Placebo N 31 32 33 27 28
Ausente 13 12 11 17 16
Min. 1,08 1,03 1,33 -10,31 -12,08
Mediana 5,23 3,41 3,97 -1,11 -1,32
Max. 15,50 20,62 20,32 14,44 17,54
Média 6,52 5,50 5,31 -0,89 -1,29
Padrao 4,12 4,88 3,90 5,04 5,50
valor de P N/D N/D N/D 0,1111 0,0735
valor de P 0,1292 0,4923 0,9202 0,1856 0,0753

TABELA 17: CD4+CCRO9+R7+ (% DE CELULAS CD4+ POSITIVAS
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PARA CCR9 E INTEGRINA [B7)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 0,72 0,41 0,52 -4,42 -2,067
Mediana 1,34 1,26 1,46 -0,13 0,21
Max. 5,96 5,62 5,40 1,40 4,32
Média 1,068 1,44 1,71 -0,41 0,006
Padrao 1,11 0,88 0,94 1,12 1,25
valor de P N/D N/D N/D 0,0703 0,6227
Placebo N 32 31 34 27 30
Ausente 12 13 10 17 14
Min. 0,60 0,59 0,37 -7,10 =5,40
Mediana 1,65 1,01 1,42 -0,03 -0,33
Max. 8,71 2,68 3,31 1,24 1,79
Média 2,07 1,62 1,01 -0,46 -0,57
Padrao 1,62 0,63 0,74 1,75 1,36
valor de P N/D N/D N/D 0,5342 00,0237
valor de P 0,2378 0,0848 0,7900 0,4932 0,0382

TABELA 18: CD4+CD25+ (% DE CD25+ DE CELULAS CD3+CD4+ OU
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% DE CELULAS T AUXILIARES POSITIVAS PARA CD25)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 4,78 5,25 5,54 -8,36 -6,83
Mediana 8,82 9,85 8,83 0,13 -0,10
Max. 19,55 15,51 19,82 7,03 8,12
Média 9,80 9,84 9,57 0,106 -0,12
Padrao 3,65 2,21 2,99 3,44 4,21
valor de P N/D N/D N/D 0,7151 0,8078
Placebo N 32 33 33 29 29
Ausente 12 11 11 15 15
Min. 3,03 4,53 4,70 -5,89 -6,79
Mediana 9,15 9,89 9,88 1,15 1,37
Max. 20,66 15,39 18,29 5,76 12,74
Média 9,76 10,02 10,60 0,66 1,60
Padrao 3,76 2,69 3,83 3,06 3,74
valor de P N/D N/D N/D 0,1828 00,0121
valor de P 0,9628 0,9217 0,3423 0,4124 0,0971

TABELA 18A: CD45RA+ TOTAL DE CD4+CD25+ (% DE CELULAS
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CD4+ VIRGENS EXPRESSANDO CD25 EM SUA SUPERFICIE)

Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0
Lactobacilli N 31 39 38 30 29
Ausente 15 7 8 16 17
Min. 3,05 11,46 10,09 -23,80 -21,093
Mediana 28,76 35,65 30,12 0,78 -0, 80
Max. 57,29 56,58 59,50 32,86 18,99
Média 31,03 33,89 31,67 1,48 -1,18
Padrao 14,08 11,63 11,48 11,96 9,86
valor de P N/D N/D N/D 0,6554 0,5221
Placebo N 32 33 33 29 29
Ausente 12 11 11 15 15
Min. 19,96 15,04 12,36 -33,69 -32,45
Mediana 39,71 35,61 35,89 -3,86 -3,76
Max. 72,86 65,34 73,61 19,31 10,99
Média 38,69 37,03 33,75 -3,38 -=5,72
Padrao 12,72 14,35 13,59 11,28 11,09
valor de P N/D N/D N/D 0,1373 0,0179
valor de P 0,0316 0,4770 00,6121 00,1244 0,1930

TABELA 19: CD4 + CD252™ (% DE CELULAS CD4 + ALTAMENTE
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POSITIVAS PARA CD25, CONSIDERADAS COMO CELULAS REGULADORAS

T) .
Grupo Estatistica VO V1 V2 V1-v0 VvV2-VO0

Lactobacilli N 32 39 38 31 30
Ausente 14 7 8 15 16
Min. 1,83 2,12 2,22 -4,60 -4,14
Mediana 3,93 4,52 4,30 0,52 0,08
Max. 9,31 7,11 8,58 3,91 3,23
Média 4,17 4,36 4,22 0,29 0,04
Padrao 1,62 1,10 1,33 1,066 1,98
valor de P N/D N/D N/D 0,2260 0,8670

Placebo N 32 33 33 29 29
Ausente 12 11 11 15 15
Min. 1,25 2,03 1,56 -3,54 -3,35
Mediana 4,04 4,38 4,63 0,38 1,06
Max. 8,99 7,52 8,26 3,64 5,39
Média 4,21 4,49 4,76 0,47 0,90
Padrao 1,63 1,37 1,71 1,54 1,82
valor de P N/D N/D N/D 0,0846 00,0081

valor de P 0,8493 0,8332 0,1720 0,7831 0,1026
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CD4+CD25+FOXP3+

(CELULAS T REGULADORAS COMO

X

S DE LEUCOCITOS)

Grupo Estatistica VO V1 V2 vV1i-v0 V2-VO0

Lactobacilli N 31 39 38 30 29
Ausente 15 7 8 16 17
Min. 0,22 0,18 0,17 -1,78 =-2,11
Mediana 1,62 1,74 1,50 0,04 -0,15
Max. 3,58 2,88 3,22 2,10 1,30
Média 1,55 1,067 1,45 0,11 -0,20
Padrao 0,79 0,066 0,04 0,86 0,87
valor de P N/D N/D N/D 0,4995 0,3276

Placebo N 29 33 34 26 27
Ausente 15 11 10 18 17
Min. 0,29 0,83 0,08 -0,84 -1,71
Mediana 1,57 1,78 1,83 0,14 0,31
Max. 2,75 3,43 3,78 1,32 2,32
Média 1,54 1,74 1,82 0,19 0,32
Padrao 0,04 0,54 0,85 0,04 0,91
valor de P N/D N/D N/D 0,1711 0,0521

valor de P

0,8515 0,9351 0,0326 0,6866 00,0275
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DISCUSSAO

[0096] A principal constatacdo 1mportante nesse
estudo foi o retardo do aumento dos niveis de autoanticorpos
tTG pelo uso de cepas de Lactobacillus em criancas com
autoimunidade celiaca em curso em uma dieta normal (Figuras
1 e 2). Isso da uma evidéncia credivel de um efeito
amortecedor dos suplementos probidéticos na autoimunidade
celiaca ativa precoce, nunca antes observada anteriormente.
Apenas uma dieta sem gluten demonstrou reduzir os niveis de
autoanticorpo tTG eficientemente ao longo do tempo (Agardh
D, et al., Acta paediatrica. 2004; 93 (8): 1.040 a 1.051).
O efeito do ILactobacillus na autoimunidade celiaca foi
apolado pelas mnudancas consistentes na resposta imune
periférica envolvida na regulacdo das células T, que foi
observada apenas nas criancas do grupo placebo.
Curiosamente, as diferencas na maioria dos subgrupos de
linfbécitos encontrados no grupo placebo foram semelhantes ao
que é encontrado em pacientes com doenca celiaca ativa.

[0097] O aumento de células T CD4+CD25+Foxp3 + no
grupo placebo, que permaneceu inalterado no grupo de
tratamento, poderia ser explicado pelos efeitos de regulacéo
negativa das duas cepas de Lactobacillus em células CD4+
ativadas. A reducdo observada nas células CD3+CD4+ no grupo
placebo pode ser considerada secundaria a

compartimentalizacdo dos linfdédcitos sensiveis ao gluten
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dentro da mucosa i1intestinal. Além disso, as células Tx
virgens dque expressam CD45RA foram reduzidas, e, por sua
vez, a percentagem de células Tu efetoras e de membdria que
expressam CD45RO foi maior no grupo do placebo, o que foi
anteriormente observado em pacientes com doenca celiaca néo
tratada e explicado por percentagens mais elevadas de
linfbécitos yOTcR+ e CD45+aPBTcR+ ativados ©por gluten
(Kerttula TO, et al., Clin Exp Immunol. 1998; 111 (3): 536
a 540). Essa explicacdo é ainda reforcada pela constatacéo
de um aumento na porcentagem de células CD45RO+ que também
expressam CCR4 no grupo placebo, sugerindo uma recirculacéo
de células T reguladoras preparadas. O CCR4 é um importante
receptor de quimiocina para o recrutamento de células T para
0 primeiro sinal da inflamacdo, e é altamente expresso em
células T reguladoras diferenciadas (Iellem A, et al., Eur
J Immunol. 2003; 33 (6): 1.488 a 1.496). Os aumentos de
células CD4+CD2531taCD45R0O+CCR4+ e células CD4+CD25+Foxp3+ no
grupo placebo indicam uma tentativa de extinguir uma
inflamacdo intestinal em curso e a resposta imune a antigenos
de gluten alimentares como anteriormente descrito (Frisullo
L, et al., Human Immunol. 2009; 70 (©6): 430 a 435; Tiittanen
M, et al., Clin Exp Immunol. 2008; 152 (3): 498 a 507).
[0098] A terceira constatacéao de relevancia
particular foi as alteracdes periféricas nas células NK ao

longo do tempo no grupo placebo com autoimunidade celiaca em
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curso, O dgque ndo fol observado em criancas dque receberam
probidticos. Verificou-se que a populacdo de células T NK e
NK diminui tanto no tecido como na periferia na doenca
celiaca ativa (Dunne MR, et al., PLoS ONE. 2013; 8 (10):
e76008). Isso estd de acordo com as constatacdes do presente
estudo, onde se verificou que as células NK aumentaram no
grupo probidtico, mas ndo no Jgrupo placebo. Isso reforca
ainda mais a importancia das células NK na doencga celiaca e
que o suplemento probidtico pode ter um efeito estimulador
direto ou indireto sobre as células NK espelhadas como uma
resposta autoimune reduzida na periferia.

CONCLUSOES

[0099] Resumindo, comparando perfis imunoldgicos
entre os grupos, fol possivel identificar um efeito supressor
distinto na autoimunidade celiaca espelhado como uma
diminuicdo nos niveis de autoanticorpos tTG. Essa observacéao
foi ainda reforcada pelas mudancas consistentes de
alteracdes periféricas nas proporcgdes de linfdbcitos T
envolvidos na regulacdo autoimune e células NK notavelmente
observadas em criancas com autoimunidade celiaca em curso
que receberam placebo. Essa nova constatacdo oferece um novo
campo potencial de intervencdo terapéutica com bactérias
probidticas na doenca autoimune humana.

[0100] Optou-se por estudar as alteracdes

imunoldégicas associadas a patologia da DC sem a influéncia
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deGFD. O tratamento com GDF causa uma mudanca rapida em
varios marcadores imunoldgicos, como o tTGA em pacientes com
DC. (Midhagen G, et al., Journal of Internal Medicine. 2004;
256 (6): 5192 a 524) e (Agardh D, et al., Clinical and
Experimental Immunology. 2006; 144 (1): 677 a 75) .
Consequentemente, foil utilizado um limite de corte baixo <30
U/ml para a participacdo no estudo, de acordo com as
diretrizes de diagndéstico atuais, afirmando gque niveis de
LTGA significativamente elevados podem ser evidéncias
suficientes para fazer um diagnéstico de DC sem bidpsia
intestinal (Husby S, et al., Journal of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition. 2012; 54 (1): 136 a 160. O
fato de a maioria de nossos participantes ter entrado no
estudo com baixos niveils iniciais de tTGA como um sinal
precoce de autoimunidade em andamento era, portanto,
esperado e um componente inerente de nossa populacédo.

[0101] Embora os niveis de IgA-tTGA e IgG-tTGA sejam
testes de diagndéstico wvalidos em DC, as recomendacdes
clinicas atuais preconizam o uso de IgA-tTGA em criancgas com
niveis normais de IgA total, devido a uma malior
especificidade e relevancia clinica (Husby S, et al supra).

[0102] Neste estudo, as alteracdes nos niveis de IgA-
tTGA no grupo tratado com Lactobacilli probidtico foram
reduzidas de forma mais significativa do gue no grupo

placebo. De fato, 1sso foil refletido por duas c¢riancas
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tratadas com Lactobacilli que progrediram para niveis
elevados desde o convite até visita O que reduziram
significativamente seus niveis de IgA-tTGA apds 3 e 6 meses,

indicando que os probidticos podem ter tido um efeito em

algumas criancas com autoimunidade de DC (dados nédo
mostrados) .
[0103] Os Lactobacilli probidticos exemplificativos

utilizados nesse estudo clinico, Lactobacillus plantarum
HEALYS e Lactobacillus paracasei 8700:2, mostraram efeitos
supressores na autoimunidade de DC em criancas com uma dieta
contendo gluten. Isso indicou que as cepas de Lactobacillus
podem prevenir e/ou retardar a autoimunidade de DC em
individuos “com risco de HLA”, sugerindo uma possivel
aplicacédo preventiva de Lactobacilli probidtico em DC.
[0104] Até onde se sabe, este é o primeiro estudo de
intervencdo a avaliar e mostrar que as espécies probidticas
de Lactobacilli podem atrasar ou prevenir o desenvolvimento
de autoimunidade de DC em criancas com risco genético de DC.
Isso 1indica gue as cepas probidticas de Lactobacillus da
invencdo podem ser utilizadas para retardar e/ou prevenir

uma progressao de ADC para DC.
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REIVINDICACOES

1. Pelo menos uma cepa probidtica de Lactobacillus
caracterizada pelo fato de gque se destina a uso em um
individuo para a prevencdo e/ou o tratamento de autoimunidade
de doenca celiaca (ADC), ou para a prevencdo e/ou o
tratamento de doenca celiaca (DC).

2. Pelo menos uma cepa probidtica de Lactobacillus
para uso, de acordo com a reivindicacdo 1, sendo que a cepa
é caracterizada pelo fato de que é de pelo menos um dentre
Lactobacillus paracasei e/ou Lactobacillus plantarum.

3. Pelo menos uma cepa probidtica de Lactobacillus
para uso, de acordo com a reivindicacdo 2, sendo que a cepa
é caracterizada pelo fato de que é selecionada a partir de
pelo menos um dentre Lactobacillus paracasei 8700: 2 (DSM
13434) e/ou Lactobacillus plantarum HEAL 9 (DSM 15312).

4. Lactobacillus paracasei 8700: 2 (DSM 13434) em
combinagdo com Lactobacillus plantarum caracterizado pelo
fato de gque se destina ao uso na prevencdo e/ou no tratamento
de ADC ou DC.

5. Pelo menos uma cepa probidtica de Lactobacillus
para uso, de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1 a
4, sendo que a cepa ¢é caracterizada pelo fato de que é
administrada em uma quantidade de 1 x 106 a 1 x 1012 UFC por
dia.

6. Composicdo gque contém pelo menos uma cepa
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probidtica de Lactobacillus para uso, conforme definida em
qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 5, caracterizada pelo
fato de que estd em conjunto com um excipiente ou veiculo
adequado.

7. Composicédo para uso, de acordo com a reivindicacéo
6, caracterizada pelo fato de que o carreador & um alimento
e/ou um micronutriente.

8. Composicédo para uso, de acordo com a reivindicacéo
6 ou 7, sendo gque a composicdo é caracterizada pelo fato de
que é fornecida como uma capsula, um comprimido ou pd para
administracdo oral.

9. Pelo menos uma cepa probidtica de Lactobacillus
para uso, de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1 a
8, caracterizada pelo fato de que estd na forma de uma
preparacédo liofilizada.

10. Método de prevencdo e/ou tratamento de ADC ou DC,
sendo que o método é caracterizado pelo fato de gue envolve
administrar uma gquantidade eficaz de pelo menos uma cepa
probidtica de uma espécie de Lactobacillus a um individuo.

11. Método, de acordo com a reivindicacéo 10,
caracterizado pelo fato de que o individuo é um humano
identificado como estando em risco aumentado de DC pela
presenca de um ou mals fatores de risco seroldgicos,
imunoldégicos e/ou genéticos.

12. Método, de acordo com a reivindicacéo 11,
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caracterizado pelo fato de que o fator de risco genético é
HLA-DQ2 e/ou HLA-DQS8.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 11 ou 12,
caracterizado pelo fato de que o fator de risco é
positividade de transglutaminase de tecido persistente
(LTGA) .

14. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 10 a 13, caracterizado pelo fato de que a
quantidade eficaz de pelo menos uma cepa probidtica é de 1
x 106 a 1 x 1012 UFC por dia.

15. Método, de acordo com a reivindicacéo 14,
caracterizado pelo fato de que a quantidade eficaz de pelo

menos uma cepa probidtica é 1 x 1010 UFC por dia.
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Resumo da Patente de Invencdo para: “COMPOSICOES PROBIOTICAS
E USOS DAS MESMAS”

A presente invencdo refere-se a pelo menos uma cepa
probidtica de Lactobacillus para uso em um individuo para a
prevencdo e/ou o tratamento de autoimunidade de doenca
celiaca (ADC) ou para uso na prevencdo e/ou no tratamento de
doenca celiaca (DC). Uma composicdo preferida para uso de
acordo com a invencdo é uma composicdo compreendendo uma
combinacdo de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
plantarum, especialmente L. paracasei 8700:2 (DSM 13434) em

combinacdo com L. plantarum HEAL 9 (DSM 15312).
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