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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "COM-
POSICAO DE CEPA DE LACTOBACILLUS RHAMNOSUS".
[001] A presente invencao refere-se a uma nova cepa de Lacto-
bacillus rhamnosus dotada de propriedades antimicrobianas e imuno-
moduladoras.
[002] Estudos cientificos muito numerosos relataram os efeitos
benéficos sobre a saude de certos micro-organismos presentes em
alimentos fermentados, notadamente produtos do leite. Esses micro-
organismos sao comumente denominados “probidticos”. De acordo
com a definicdo geralmente admitida atualmente, os probiodticos sao:
“micro-organismos vivos, que quando eles sdo consumidos em quanti-
dades adequadas, tém um efeito benéfico sobre a saude do hospedei-
ro” (Relatério FAO/OMS sobre a avaliacdo das propriedades sanitarias
e nutricionais dos probidticos nos alimentos, inclusive o leite em poé
gue contém bactérias lacticas vivas; Cérdoba, Argentina; 1-4 de outu-
bro de 2001).
[003] Foi mostrado que o consumo de produtos alimentares que
contém bactérias probibticas pode produzir efeitos favoraveis sobre a
saude, por intermédio notadamente do re-equilibrio da flora intestinal,
da melhora da resisténcia as infec¢des, e da modulacdo da resposta
imunitaria.
[004] Os micro-organismos probidticos utilizados em alimentacgéo
humana sdo geralmente bactérias lacticas, que pertencem principal-
mente aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium.
[005] Os efeitos benéficos sobre a salde ndo séo, no entanto ge-
ralmente comuns ao conjunto das bactérias de um mesmo género,
nem mesmo de uma mesma espécie. Eles sé se encontram, na maior
parte das vezes, em certas cepas; por outro lado, os efeitos observa-
dos podem variar qualitativamente e/ou quantitativamente de uma ce-

pa probidtica para a outra, inclusive dentro de uma mesma espécie.
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[006] Para que um micro-organismo possa ser considerado como
sendo potencialmente utilizavel como probidtico, ele deve satisfazer a
pelo menos um, e idealmente varios, dos critérios seguintes:

- apresentar uma atividade inibidora em relagdo a micro-
organismos patogénicos que podem estar presentes na flora intestinal,
essa atividade podendo resultar ou da capacidade para aderir as célu-
las intestinais, excluindo ou reduzindo assim a aderéncia dos patogé-
nicos, ou da capacidade para produzir substancias que inibem os pa-
togénicos, ou da combinacéo dessas duas caracteristicas;

[007] - apresentar propriedades imunomoduladoras, e notada-
mente imunoestimulantes e/ou anti-inflamatorias.

[008] Por outro lado, se esse micro-organismo é destinado a ser
incorporado em um produto lacteo, ele deve de preferéncia apresentar
um crescimento satisfatério em leite.

[009] Finalmente, ele deve conservar uma boa viabilidade, no de-
correr da producéo e da conservacdo do alimento no qual ele € incor-
porado, assim como depois da ingestao desse alimento pelo consumi-
dor, de maneira a poder atingir o intestino e a sobreviver no meio in-
testinal.

[0010] Deve, no entanto ser notado que ainda que a viabilidade
seja essencial para responder a definicdo atual de “probidtico”, foi
mostrado que alguns dos efeitos benéficos associados a cepas probio-
ticas poderiam ser obtidos mesmo na auséncia de bactérias vivas, e
eram atribuiveis a certas fracdes bacterianas ou a fracGes ativas de
seus sobrenadantes de cultura. Por exemplo, o Pedido PCT
WO02004093898 descreve uma preparacao imunomoduladora obtida
por fracionamento do sobrenadante de cultura da cepa CNCM [-22109.
[0011] Os Inventores conseguiram agora isolar uma cepa de Lac-
tobacillus rhamnosus que responde aos critérios indicados acima.

[0012] A presente invencdo tem como objeto essa cepa que foi
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depositada de acordo com o Tratado de Budapeste, junto a CNCM
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes - Colecéo Naci-
onal de Culturas de Micro-organismos - , 25 rue du Docteur Roux, Pa-
ris), em 9 de novembro de 2006, sob o niamero 1-3690.

[0013] Ela possui as caracteristicas seguintes:

- Morfologia: pequenos bacilos maci¢os as vezes esféricos,
isolados ou pequenas cadeias.

- Fermentacédo dos acgucares seguintes (resultados obtidos
em uma galeria api 50 CH - Meio MRS API a 37°C durante 48 h): Ri-
bose, galactose, D-glicose, D-frutose, D-manose, L- sorbose, ramnose,
manitol, sorbitol, Metil-D glicosida, N-acetilglicosamina, arbutina, escu-
lina, salicina, maltose, lactose, trealose, melezitose, beta gentiobiose,
D-turanose, D-tagatose, gluconato.

[0014] Ela possui por outro lado propriedades antimicrobianas, que
se traduzem por uma grande capacidade para inibir o crescimento em
cultura de micro-organismos patogénicos.

[0015] Ela apresenta por outro lado propriedades de ades&o ao
manose. E conhecido que glicoconjugados ricos em manose presentes
na superficie das células epiteliais intestinais desempenham um papel
na fixacdo de bactérias patogénicas, tais como as Escherichia coli en-
terotdxicas, as salmonelas, Vibrio cholerae ou Pseudomonas aerugi-
nosa, e foi relatado que as propriedades de adesédo ao manose de cer-
tas bactérias probidticas permitia que elas entrassem em competicdo
com esses patogénicos, e inibir a adesdo dos mesmos a mucosa in-
testinal, conferindo assim aos mesmos propriedades anti-infecciosas
(MICHAIL e ABERNATHY, Pediatr. Gastroenterol. Nutr., 35, 350-355,
2002;MANGELL e al., DIG Dis Sci., 47, 511-506, 2002). Essas propri-
edades tinham, no entanto sido observadas principalmente em bacte-
rias da espécie Lactobacillus plantarum (notadamente a cepa L. plan-

tarum 229v, descrita no Pedido EP0817640 e a cepa L. plantarum
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WCFS1), mas ndao em bactérias da espécie Lactobacillus rhamnosus.
[0016] A cepa CNCM 1-3690 possui também propriedades imuno-
moduladoras, e notadamente anti-inflamatorias.

[0017] A presente invencdo engloba também como objeto cepas
de Lactobacillus rhamnosus suscetiveis de serem obtidas por mutagé-
nese ou por transformacdo genética da cepa CNCM 1-3690. De prefe-
réncia, essas cepas conservam pelo menos as propriedades antimi-
crobianas, ou as propriedades imunomoduladoras da cepa CNCM I-
3690. Pode se tratar de cepas nas quais um ou varios genes endoge-
nos da cepa CNCM 1-3690 sofreu (sofreram) mutacao(coes), por
exemplo de maneira a modificar algumas de suas propriedades meta-
bolicas (e.g. a capacidade dessa cepa de metabolizar acucares, sua
resisténcia ao transito intestinal, sua resisténcia a acidez, sua pos aci-
dificacdo ou sua producdo de metabdlitos). Pode se tratar também de
cepas gue resultam da transformacdo genética da cepa CNCM 1-3690
por um ou varios gene(s) de interesse, que permite(m) por exemplo
confere a dita cepa caracteristicas fisiol0gicas suplementares, ou ex-
pressar proteinas de interesse terapéutico ou vacinal, que se deseja
administrar por intermédio da dita cepa.

[0018] Essas cepas podem ser obtidas a partir da cepa CNCM |-
3690 pelas técnicas classicas de mutagénese aleatoria ou dirigida e de
transformacéo genética de lactobacilos, tais como aquelas descritas
por exemplo por GURY e al., (Arch. Microbiol., 182, 337-45, 2004) ou
por VELEZ et. al. (Appl Environ Microbiol., 73, 3595-3604, 2007), ou
pela técnica denominada “genome shuffling” (PATNAIK et. al. Nat Bio-
technol, 20, 707-12, 2002; WANG Y e al., J Biotechnol., 129, 510-15,
2007).

[0019] A presente invencéo tem também como objeto fragdes celu-
lares que podem ser obtidas a partir de uma cepa de Lactobacillus

rhamnosus de acordo com a invencdo. Trata-se notadamente de pre-
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paracdes de DNA ou de preparacdes de paredes bacterianas obtidas a
partir de culturas da dita cepa. Pode se tratar também de sobrenadan-
tes de cultura ou de fracbes desses sobrenadantes.

[0020] A presente invencdo tem também como objeto composi-
cOes que compreende uma cepa de Lactobacillus rhamnosus de acor-
do com a invencao, ou uma fracao celular obtida a partir dessa ultima.
[0021] Essas composi¢cdes podem ser notadamente fermentos lac-
ticos, que associam uma cepa de Lactobacillus rhamnosus de acordo
com a invencdo com uma ou varias outra(s) cepa(s) de bactérias Iacti-
cas, probiodtica(s) ou nao.

[0022] Pode se tratar também de produtos alimentares, e notada-
mente de produtos do leite, ou de produtos farmacéuticos ou cosméti-
cos que compreendem uma cepa de Lactobacillus rhamnosus de
acordo com a invencgao, ou uma fracdo celular obtida a partir dessa
altima.

[0023] Quando a dita cepa esta presente sob a forma de bactérias
vivas, essas Ultimas estardo de preferéncia presentes a razdo de pelo
menos 105 ufc por grama, vantajosamente pelo menos 106 ufc por
grama de produto, mais vantajosamente pelo menos 107 ufc por gra-
ma e ainda mais vantajosamente pelo menos 108 ufc por grama.
[0024] A presente invencdo sera melhor compreendida com o au-
xilio do complemento de descricdo que vai se seguir que se refere a
exemplos que ilustram as propriedades antimicrobianas, imunomodu-
ladoras e anti-infecciosas da cepa CNCM 1-3690.

EXEMPLO 1: COMPARACAO DAS PROPRIEDADES DA CEPA
CNCM 1-3690 COM AQUELAS DE CEPAS PROBIOTICAS CONHE-
CIDAS

[0025] As propriedades da cepa CNCM [-3690 foram comparadas

com aquelas de diferentes cepas da arte anterior, conhecidas por suas

propriedades probidticas.

Petica0 870190073754, de 01/08/2019, pag. 13/33



6/20

[0026] A lista dessas cepas é dada na Tabela | abaixo.
Tabela |
Numero de
Género Espécie Denominacao(des) publicagao de
Pedidos de
Patente
Lactobacillus johnsonii NCC533=Lal=CNC | EP0577903
M I-1225
Lactobacillus acidophi- NCFM W0200403263
lus 9
Lactobacillus acidophi- La-5
lus
Lactobacillus casei Shirota
Lactobacillus paracasei | CRL431=ATCC
55544
Lactobacillus rhamnosus | LGG = ATCC 53103 | US4839281
Lactobacillus rhamnosus | HNOO1 = W09910476
NM97/09514
Lactobacillus plantarum | ATCC 14917 =
DSMZ
20174 = WCFS1
Lactobacillus plantarum | Probi 299v - DSM WQ09391823
9843
Lactobacillus reuteri DSMZ 20016
Lactobacillus reuteri Biogaia SD 2112: wW0200403480
ATCC 55730 8
Bifidobacte- breve ATCC 15700
rium
Bifidobacte- breve BBC50 = CNCM 1I- EP1189517
rium 2219
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Numero de
publicacao de
Género Espécie Denominacao(des) _
Pedidos de
Patente
Bifidobacte- infantis ATCC 15697
rium
Bifidobacte- longum BB536
rium
Bifidobacte- longum NCC2705 = CNCM |-
rium 2618
Bifidobacte- animalis BB12 = ATCC 27536
rium subsp. lac-
tis
Bifidobacte- animalis HNO19 = W09910476
rium subsp. lac- | NM97/01925
tis

Material e Métodos

1 - Atividade Antimicrobiana

[0027] A pesquisa de atividades antimicrobianas foi efetuada con-
tra trés bactérias patogénicas alvo: Escherichia coli E1392-75-2A,
Salmonella enteritidis NIZO B1241 e Listeria monocytogenes 4B. As
bactérias lacticas foram colocadas em cultura em placas de Petri em
diferentes meios: LM17 (meio M17 (TERZAGHI & SANDINE, Appl. Mi-
crobiol. 29, 807-813, 1975) adicionado de 1% de lactose, meio Elliker
(ELLIKER e al., J. Dairy Sci., 39, 1611-1612, 1956), e meio TGV
(Trytone-Glucose-Meat Extract).

[0028] As placas séo incubadas a 37°C até o aparecimento de co-
IGnias bacterianas. As culturas de Bifidobacterium foram efetuadas sob
anaerobiose. Uma camada de Agar que contém meio BHI (brain-heart

infusion) e o patogénico é entdo vertida na superficie das placas. As
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placas sédo incubadas de novo a 37°C durante 24 h. Os diametros das
zonas de inibicdo do patogénico sdo em seguida medidas em torno de
cada colbnia de bactérias lacticas. A pontuacdo 1 corresponde a um
diametro entre 1 e 3 mm. A pontuacéo 2 corresponde a um diametro
entre 4 e 6mm. A pontuacao 3 corresponde a um diametro superior a 6
mm. Cada experiéncia foi feita trés vezes independentemente para
cada cepa.

[0029] As pontuacdes obtidas nos patogénicos alvos em cada ex-
periéncia foram adicionadas, para obter, para cada bactéria lactica,
uma pontuacao global de atividade antimicrobiana.

[0030] Os resultados sao dados na Tabela Il abaixo.

[0031] Esses resultados mostram que entre as cepas testadas, a
cepa CNCM [-3690 é com a cepa ATCC55544 aquela que possui a

atividade antimicrobiana maior.

Peticao 870190073754, de 01/08/2019, pag. 16/33



Tabela ll

(1) (2) 3) (4) (5) (6) ) Pontuacéo antipa-
Género Espécie Referéncia coli/ coli/ Listeria/ Listeria/ coli/ Salmonella | Salmonella togénicos
Elliker LM17 Elliker TGV LM17 [Elliker TGV (1+2+3+4+5+6+7)
Lactobacillus rhamnosus DN 116 010 2 1 3 2 0 3 3 14
ou CNCM I-
S3690
Lactobacillus | paracasei CRL431=AT |2 0 3 3 1 3 2 14
CC55544
Lactobacillus rhamnosus LGG=ATCC 2 0 1 2 0 3 2 10
53103
Lactobacillus | plantarum ATCC 2 0 3 1 0 1 2 9
1491=DSMZ
20174-
WCFS1
Lactobacillus | casei Shirota 2 0 3 1 0 1 2 9
Lactobacillus rhamnosus HNO0O1=NM9 | 1 0 1 2 0 3 2 9
7/09514
Lactobacillus | johnsonil NCC533=La |1 0 1 1 1 2 1 7
1=1-1225
Lactobacillus plantarum Probi 1 0 1 1 0 1 1 5
229v=DSM
9843
Lactobacillus acidophilus La-5 1 0 1 2 0 0 1
Lactobacillus | acidophilus NCFM 1 0 1 1 0 0 1 4
Bifidobacterium | animalis BB12=ATCC |1 0 0 0 0 0 2
subsp. lactis | 27536
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Tabela Il (continuacéo)

(1) (2) 3) 4) (5) (6) @) Pontuacao antipa-
Género Espécie Referéncia coli/ coli/ Listeria/ Listeria/ coli/ Salmonella | Salmonella togénicos
Elliker LM17 Elliker TGV LM17 [Elliker TGV (1+2+3+4+5+6+7)

Lactobacillus reuteri Biogaia 0 0 1 0 0 1 0 2

SD 2112

ATCC557

30
Bifidobacterium longum BB536 0 0 0 0 0 0 0 0
Bifidobacterium animalis HNO019 = 0 0 0 0 0 0 0 0

subsp. lactis NM97/019

25
Lactobacillus reuferi DSMZ 0 0 0 0 0 0 0 0

20016
Bifidobacterium infantis ATCC 0 0 0 0 0 0 0 0

15697
Bifidobacterium breve BBC50 =|0 0 0 0 0 0 0 0

1-2219
Bifidobacterium breve ATCC 0 0 0 0 0 0 0 0

15700
Bifidobacterium longum NCC2705 |0 0 0 0 0 0 0 0

= CNCM I-

2618
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2 - Imunomodulacdo

[0032] As propriedades imunomoduladoras das diferentes bacté-
rias lacticas foram avaliadas por deteccdo da modulacdo induzida por
essas bactérias na resposta inflamatoria de células epiteliais de colon
(HT-29), medindo-se o efeito dessas bactérias sobre a ativacéo do re-
gulador transcricional NF-xB e a secrecdo da citocina pré-inflamatoria
IL-8 pelas células HT-29 na presenca de uma mistura de TNFa, IL-18
e IFNy (Cytomix) estimulando as condi¢cdes de uma agressao inflama-
toria.

Cultura das Bactérias Lacticas

[0033] O crescimento das bactérias lacticas é efetuado em meio
MRS (DE MAN et. al., J. Appl. Bacteriol. 23, 130-135, 1960), ou MRS
complementado com L-cisteina (1% final), em meio Elliker, de acordo
com a espécie bacteriana testada. As bactérias foram inoculadas e
cultivadas em uma primeira pré-cultura de 10 mL durante 16 h a 37°C,
e recultivadas no dia seguinte em uma segunda cultura em 100 mL
durante 16 h a 37°C, e colhidas no final da fase estacionaria.

Cultura e Preparacédo das Células

[0034] As células HT29 sdo mantidas a 37°C e 5% de CO2 em

meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) complementado

com 4,5 g/L de D-Glicose, L-Glutamina (1 mM final), aminoacidos (AA)
nao essenciais (1% final), Penicilina/Estreptomicina (1% final), Soro de
vitela fetal (SVF) (10% final).

[0035] As células HT-29 sdo semeadas em placas de 12 cavida-
des a razéo de 2.10° células por cavidade em 2 mL de meio, dois dias
antes das experiéncias de interacdo com as bactérias e de estimula-
cao pelo Cytomix.

[0036] Para a medicéo da ativacao do regulador transcricional NF-
kB as células séo transfectadas no dia seguinte da semeadura, com o

plasmideo relator Ig-kB-Luciferase, como descrito por TIEN et. al. (J.
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Immunol., 176, 1228-37, 2006). Previamente a transfeccao, as células
sao lavadas e o meio é substituido pelo menos meio sem antibidticos.
A transfeccdo é efetuada colocando-se em cada cavidade 100 uL de
uma mistura que contém 75 ng de plasmideo plg-kB-luciferase e 1 uL
de Lipofectamine 2000 em 99 uL de meio OptiPro. As placas sdo em
seguida incubadas durante 24 h a 37°C e 5% de CO..

Interacdo com as Bactérias e Estimulacao pelo Cytomix

[0037] As bactérias séo recuperadas no final da fase estacionaria,
e lavadas duas vezes com PBS antes de serem colocadas em intera-
cdo com as células.

[0038] Elas sdo em seguida incubadas durante 2 horas com as
bactérias, com uma multiplicidade de infeccdo de 100 bactérias por
célula. Depois de duas horas de interagdo com as bactérias, as células
sao incubadas durante 6 horas na presenca das bactérias e do Cyto-
mix, a razdo de 50 ng/mL de TNFa, 2,5 ng/mL de IL-13 e 7,5 ng/mL de
IFNy no meio de incubac&o. Todas as incubacgbes sao efetuadas a
37°C, e 5% de CO2.

[0039] A fim de determinar o nivel basal de ativacdo de NF-kB e
de secrecao de IL-8 na auséncia de bactérias lacticas, a mesma expe-
riéncia foi realizada efetuando-se a estimulacédo pelo Cytomix durante
6 horas, depois de duas horas de incubacdo das células na auséncia
de bactérias.

[0040] No final das 8 horas de incubacéo, é recuperado 1 mL de
meio para dosar a IL8 secretada. Essa dosagem ¢é efetuada por ELISA
utilizando-se o kit “Chimioluminescent ELISAs QuantiGlo Human IL-8"
(R&D Systems).

[0041] Para medir a ativacado de NF-«xB, as células sdo submetidas
a uma lise em 100 microlitros de um tampé&o (Tris pH 7,9 25 mM,
MgCI2, Triton 1%, Glicerol 15%, adicionado de 1 mM DTT. Para medir

a atividade luciferase, 10 microlitros de lisado celular sdo acrescenta-
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dos a um tampao de leitura (Tris pH 7,9 25 mM, MgCI2 8 mM, Triton
1%, Glicerol 15%), adicionado de 1 mM DTT, 100 mM ATP e 2 mM de
Luciferina/K2HPO4 - pH 7,58. A medicdo é efetuada com o auxilio de
um luminimetro (BECKMAN COULTER).

[0042] Depois desse tempo total de interacéo de 8 horas, mede-se
a ativacdo de NF-«B, e a secrec¢éo de IL-8.

[0043] Os valores de ativacdo de NF-xB e de secrecédo de IL-8 sdo
expressos em porcentagens em relacdo ao nivel basal observado na
auséncia de bactérias lacticas. Para cada cepa testada, uma pontua-
cdo média de imunomodulacédo é calculada adicionando-se a porcen-
tagem de ativacao de NF-xkB e a porcentagem de secrecédo de IL-8.

Esses resultados estao reunidos na tabela Ill seguinte

Tabela lll
Pontua-
cao
Género Espécie Referéncia NFrwB-HT29 media
IL8-HT29 HT29 IL8/
NF-xB
(8+9)/2
(8) (9)
Lactobaci- rhamnosus | DN 116 010 | 34,7 49,7 42
llus ou CNCM I-
3690
Lactobaci- | paracasei CRL431=A 58,7 101,5 80
llus TCC55544
Lactobaci- | rhamnosus |LGG = 78,0 81,0 80
llus ATCC
53103
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Pontua-
cao
Género Espécie Referéncia NFriB-HT29 media
IL8-HT?29 HT29 IL8/
NF-kB
(8+9)/2
(8) (9)
Lactobaci- | plantarum ATCC 80,7 91,9 86
llus 14917 =
DSMZ
20174 =
WCFS1
Lactobaci- | casei Shirota 94,0 99,7 97
llus
Lactobaci- | rhamnosus | HNOO1=NM | 25,0 49,7 37
llus 97/09514
Lactobaci- | johnsonii NCC533=L 86,9 92,7 90
llus al=l-1225
Lactobaci- | plantarum Probi 299v 93,9 107,7 101
llus =DSM
9843
Lactobaci- acidophilus | La-5 93,8 89,5 92
llus
Lactobaci- | acidophilus | NCFM 85,8 95,0 90
llus
Bifidobacte- | animalis BB12 = 99,4 98,0 99
rium subsp. lac- | ATCC
tis 27536
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Pontua-
cao
Género Espécie Referéncia NFriB-HT29 media
IL8-HT?29 HT29 IL8/
NF-kB
(8+9)/2
(8) (9)
Lactobaci- | reuteri Biogaia SD 82,0 87,9 85
llus 2112
ATCCC557
30
Bifidobacte- | longum BB536 111,6 92,0 102
rium
Bifidobacte- | animalis HNO19 = 107,7 101,2 104
rium subsp. lac- | NM97/0192
tis 5
Lactobaci- | reuteri DSMZ 71,4 83,6 78
llus 20016
Bifidobacte- | infantis ATCC 775 96,3 87
rium 15697
Bifidobacte- | breve BBC50 = I- 97,5 103,6 101
rium 2219
Bifidobacte- | breve ATCC 117,7 104,6 111
rium 15700
Bifidobacte- | longum NCC2705= | 87,8 91,4 90
rium CNCM I-
2618
[0044] Esses resultados mostram que a cepa CNCM 1-3690 inibe

bastante a resposta inflamatoria das células epiteliais HT-29. Entre as

outras cepas testadas, somente a cepa HNOO1 possui propriedades
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anti-inflamatorias comparaveis.

3 - Sobrevivéncia aos Estresses Gastrico e Intestinal

[0045] Um modelo in vitro que reflete as condicbes de estresse
gastrico e intestinal foi utilizado.

[0046] Culturas de bactérias lacticas séo realizadas em leite su-
plementado com extrato de levedura. As culturas sdo incubadas du-
rante 24 a 48 h, de acordo com as espécies (até a fase estacionaria de
cultura).

[0047] Estresse intestinal: um suco intestinal artificial composto por
sais biliares de porco (a 3,3 g/l) e por tampé&o carbonato NaHCO3 (a
16,5 g/l) é realizado. O pH é ajustado a 6,3. 1 ml desse suco intestinal
€ acrescentado a 100 pul de cultura bacteriana. As culturas sdo em se-
guida incubadas 5 horas. Em seguida, as populacdes bacterianas an-
tes e apds o estresse sao avaliadas em placas.

[0048] Estresse gastrico: um suco gastrico artificial é realizado. Ele
€ composto de acido lactico (9 g/l), de pepsina (3,5 g/l) e de NaCl (2,2
g;1). O pH é ajustado a 3,1. 1 ml desse suco artificial é acrescentado a
100 ul de cultura bacteriana. As culturas séo incubadas durante dife-
rentes tempos: 10 min., 30 min. e 60 min. As populacdes bacterianas
séo avaliadas em placas.

[0049] Os valores sdo expressos da maneira seguinte:

[0050] Estresse gastrico = média [log (ufclOmin/ufcO) e log
(ufcO/ufc0)] *10 + média [log (ufc30min/ufcO) e log (ufc10min/ufcO)] *20
+ média [log (ufc60min/ufc0) e log (ufc30min/ufc0)] *30.

[0051] Estresse intestinal = log (ufc5h/ufcOh).

[0052] ufcXmin sendo a concentracdo em bactérias expressa em
Unidades que Formam Col6nias (UFC) depois de X minutos de incu-
bacao.

[0053] Para o estresse gastrico, a sobrevivéncia é boa quando o

valor & superior a -50, medianamente boa quando o valor esta com-
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preendido entre -50 e -100 e ruim quando o valor é inferior a -100.

[0054]

Para o estresse intestinal, a sobrevivéncia é boa quando o

valor é superior a -0,5, medianamente boa quando o valor estd com-

preendido entre -0,5 e -1,5 e ruim quando o valor é inferior a -1,5.

[0055] Os resultados sé@o dados na tabela IV.
Tabela IV
Género Espécie Referéncia Estresse | Estresse
intestinal gastrico
Lactobacillus rhamnosus DN 116 010 ou CNCM I- 0,31 -31,9
3690
Lactobacillus paracasei CRL431=ATCC55544 0,04 -47,4
Lactobacillus rhamnosus LGG = ATCC 53103 -0,07 -44,0
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 = DSMZ -0,79 -68,5
20174 = WCFS1
Lactobacillus casei Shirota -1,50 -139,2
Lactobacillus rhamnosus HNO001=NM97/09514 0,00 -86,3
Lactobacillus johnsonii NCC533=Lal=I-1225 0,69 20,3
Lactobacillus plantarum Probi 299v = DSM 9843 -1,04 -29,7
Lactobacillus acidophilus La-5 -0,23 43,3
Lactobacillus acidophilus NCFM -1,45 -63,0
Bifidobacterium animalis BB12 = ATCC 27536 0,07 -70,0
subsp. lactis
Lactobacillus reuteri Biogaia SD 2112 1,00 -4,6
ATCCC55730
Bifidobacterium longum BB536 -1,12 -438,7
Bifidobacterium animalis HNO19 = NM97/01925 3,40 114,0
subsp. lactis
Lactobacillus reuteri DSMZ 20016 -1,91 -80,0
Bifidobacterium infantis ATCC 15697 2,79 -412,9
Bifidobacterium breve BBC50 = I-2219 -0,91 -333,8
Bifidobacterium breve ATCC 15700 -0,14 -370,2
Bifidobacterium longum NCC2705 = CNCM 1-2618 -0,22 -319,2
[0056] Os resultados ilustrados nas Tabelas I, Il e IV acima mos-

tram que, entre as diferentes cepas testadas, a cepa CNCM 1-3690 € a
Gnica a apresentar ao mesmo tempo propriedades antimicrobianas e

propriedades anti-inflamatérias grandes, acompanhadas por outro lado
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de propriedades de resisténcia aos estresses gastrico e intestinal mui-
to boas.

[0057] Para ilustrar a superioridade dessa cepa, as diferentes pon-
tuacOes obtidas por essa cepa no plano antimicrobiano foram adicio-
nadas entre si e uma média foi feita entre os resultados obtidos por
essa cepa no plano da imunomodulacéo. A figura 1 mostra a que pon-
to essa cepa se diferencia em relagédo as outras cepas testadas.
EXEMPLO 2: PROPRIEDADES DE ADESAO AO MANOSE DA CEPA
CNCM 1-3690

[0058] A capacidade da cepa CNCM 1-3690 de aderir especifica-

mente ao manose foi determinada gragas a um teste de aglutinacéo.

Esse teste € baseado na presenca de polissacarideos que contém
manose na superficie das células de Saccharomyces cerevisiae.
Quando bactérias que aderem ao manose sao colocadas em contato
com S. cerevisiae, um fenébmeno de aglutinacéo, visivel no microsco-
pio, intervém.

[0059] Esse modelo permite avaliar propriedades anti-infecciosas
potenciais de uma bactéria, que resultam de sua capacidade para en-
trar em competicdo com patogénicos ao nivel da adesdo a mucosa
intestinal.

[0060] As cepas L. plantarum 229v e L. plantarum WCFS1, conhe-
cidas por sua grande capacidade de adesao ao manose, foram utiliza-
das a titulo de controles positivos.

[0061] As cepas de Lactobacillus sdo cultivadas em meio MRS, a
uma temperatura de 37°C. O crescimento das bactérias € interrompido
na fase estacionaria, e as bactérias sdo em seguida lavadas e ajusta-
da em concentracdo. A cultura de S. cerevisiae € efetuada em meio
“‘malt extract” (Oxoid).

[0062] Um volume de 5 ul de suspensao bacteriana € em seguida

misturado com PBS ou metil-a-D-manopiranosideo (concentracdo fi-
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nal: 25 mM). E depois 100 ul de uma preparacdo a 1% de células de
S. cerevisiae, é acrescentada. A mistura é agitada durante 10 min. a
temperatura ambiente, e depois examinada no microscopio, e pontua-
¢cOes sdo atribuidas utilizando-se a notacdo seguinte:

[0063] Pontuacao 0 = nenhuma aglutinacao

[0064] Pontuacao 1 = pequena aglutinacao

[0065] Pontuacao 3 = grande aglutinagéo

[0066] Pontuacao 5 = aglutinacdo muito grande.

[0067] A experiéncia é feita trés vezes independentemente para
cada cepa.

[0068] Os resultados sao dados na tabela V abaixo.

Tabela V

Género Espécie Referéncia Pontuacao

Manose

Lactobacillus rhamnosus | DN 116 010 ou CNCM |3
1-3690
Lactobacillus paracasei | CRL431=ATCC55544 |0
Lactobacillus rhamnosus | LGG = ATCC 53103

ATCC 14917 = DSMZ

Lactobacillus Plantarum 20174 = WCESL 3
Lactobacillus Casei Shirota 0
Lactobacillus rhamnosus | HNOO1=NM97/09514 0
Lactobacillus Johnsonii | NCC533=Lal=1-1225 0
Lactobacillus Plantarum | Probi 299v = DSM 9843 | 3
Lactobacillus acidophilus | La-5 0
Lactobacillus acidophilus | NCFM 0
Bifidobacterium | animalis BB12 = ATCC 27536 0
subsp. lac-
tis
Lactobacillus Reuteri Biogaia SD 2112 0

Petica0 870190073754, de 01/08/2019, pag. 27/33



20/20

Género Espécie Referéncia Pontuacao
Manose
ATCCC55730
Bifidobacterium | Longum BB536 0
Bifidobacterium | animalis HNO19 = NM97/01925
subsp. lac-
tis
Lactobacillus Reuteri DSMZ 20016 0
Bifidobacterium | Infantis ATCC 15697 0
Bifidobacterium | Breve BBC50 = 1-2219 0
Bifidobacterium | Breve ATCC 15700 0
Bifidobacterium | Longum NCC2705 = CNCM I- 90
2618

[0069] E observado que a porcentagem de células de S. cerevisiae
aglutinadas pela cepa CNCM [-3690 é comparavel a porcentagem de
células de S. cerevisiae aglutinadas pelas cepas L. plantarum 229v e
L. plantarum WCFS1.

EXEMPLO 3: CRESCIMENTO EM LEITE DA CEPA CNCM [-3690

[0070] As propriedades de crescimento em leite da cepa CNCM I-

3690 foram testadas utilizando-se para isso o protocolo seguinte:
[0071] Um meio constituido de leite desnatado reconstituido com
agua adicionada de leite em pd desnatado foi semeado com a cepa
CNCM 1-3690, a taxas que variam entre 5,5x106 ufc/g e 3,3x107 ufc/g.
[0072] A atividade fermentativa da cepa, ligada a seu crescimento,
€ medida acompanhando-se de modo continuo o pH do meio de cres-
cimento.
[0073] Os resultados estao ilustrados pela figura 2.

[0074] Esses resultados mostram que a cepa CNCM [-3690
€ capaz de crescer eficazmente em leite, e que ela pode, portanto ser

utilizada na fabricacdo de produtos do leite fermentados.

Peticao 870190073754, de 01/08/2019, pag. 28/33



REIVINDICACAO
1. Composicdo compreendendo pelo menos 10° ufc por
grama de uma cepa de Lactobacillus rhamnosus que possui
propriedades antimicrobianas, imunomoduladoras, e de adesao
especifica ao manose, depositada junto a CNCM sob o numero 1-3690,

caracterizada pelo fato de que € um produto lacteo fermentado.
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