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Relatério Descritivo da Patente de Invengcédo para "COMPOSI-
GCAO DE BACTERIA DE ACIDO LACTICO E USO DA COMBINAGAO DE
BACTERIA DE ACIDO LACTICO PARA A PREVENGAO E/OU TRATA-
MENTO DE INFECGCOES E CONDICOES INFLAMATORIAS".

Dividido do Pl 0011799-4, depositado em 16.06.2000.

A presente invengao refere-se a uma combinacéo de bactéria de
acido lactico e seu uso para producao de um suplemento alimentar, um pro-
duto de higiene ou uma preparagédo farmacéutica, para a prevengao e/ou
tratamento de infecgdes e condigbes inflamatérias provocadas pela bactéria,
virus ou fungos, especialmente na boca, vagina, uretra, nariz, olhos e ouvi-
dos.

As bactérias de acido lactico sao bactérias Gram-positivas que
produzem acido lactico pela fermentagao da glicose. O Estreptococcus
thermophilus € também incluido nessa definicao por convengéo.

E bem-conhecido que as cepas da bactéria de acido lactico que
produzem H,0O, podem atuar como reguladores da flora bacteriana em cavi-
dades do corpo e nas membranas mucosas. Foi demonstrado que as bacté-
rias de acido lactico produtoras de H,O, podem antagonizar E. coli, N. go-
norrhoea, G. vaginalis, C. trachomatis, U. urealyticum e B. bivius. Entretanto,
essas bactérias sdo apenas de beneficio limitado quando usadas na pratica
médica. Isso pode ser observado a partir do fato de que as preparagdes ba-
seadas em bactérias de acido lactico (por exemplo, pessarios vaginais), ide-
alizados para o tratamento de infeccées causadas pelos microorganismos
acima (por exemplo, vaginite), ndo sdo bem-consideradas pelos médicos,
que preferem tratar seus pacientes com antibiéticos ou agentes quimiotera-
péuticos.

Dentro do melhor conhecimento do inventor, nenhuma agéao an-
tibacteriana ou reguladora da flora nas cavidades do corpo e nas membra-
nas mucosas foi atribuida a bactéria de acido lactico que utiliza arginina.

Foi agora surpreendentemente descoberto que a atividade da
bactéria de acido lactico produtora de H,O, é consideravelmente potenciada

pela adicdo de uma ou mais cepas de bactéria de acido lactico que sao ca-
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pazes de utilizar a arginina. A arginina forma parte de diversos pequenos
peptidios encontrados em fluidos biolégicos e também ocorre como arginina
livre. Diversas espécies de bactérias utilizam a arginina para sua prépria nu-
tricdo e crescimento. As bactérias de acido que utilizam a arginina podem,
portanto, privar outras bactérias patogénicas ou potencialmente patogénicas
de uma certa quantidade de arginina, que, embora n&o suficiente para termi-
nar o seu crescimento, torna as mesmas mais suscetiveis a agao de H,0;
produzida pela bactéria de acido lactico.

Portanto, a presente invengao fornece uma combinagéo de bac-
téria de acido lactico compreendendo:

(a) um primeiro componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico produtora de H,0,; e

(b) um segundo componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico que utiliza arginina.

A cepa da bactéria de acido lactico no componente (a) é prefe-
rencialmente escolhida de um grupo que consiste em cepas das espécies
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus salivarius e Lactobacillus casei, en-
quanto a cepa da bactéria de acido lactico no componente (b) é escolhida do
grupo que consiste em espécies Lactobacillus brevis, Lactobacillus gasseri e
Lactobacillus fermentum. Mais especialmente, a cepa da bactéria de acido
lactico no componente (b) é a cepa Lacfobacillus brevis CD2, depositada no
DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Alemanha, em 6 de fevereiro de 1998, com protocolo de a-
cesso No. DSM 11988 conforme o Tratado de Budapest, ou mutantes deri-
vados da mesma.

A propor¢cao do nimero de bactérias no componente (a) em re-
lagdo ao numero de bactérias no componente (b) é preferencialmente de
1:100 a 100:1 e mais preferencialmente de 1:5 a 5:1, sendo mais preferido
de 1:1.

A combinacao pode ser administrada na forma de dosagem uni-
ca, compreendendo de 1 x 102 a 5 x 10! bactérias do componente (a) e de 1

x 10% a 5 x 10" bactérias do componente (b), preferencialmente de 1 x 10°
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bactérias do componente (a) e 3 x 10° bactérias do componente (b).

A combinacado pode também ser administrada na forma de com-
primidos, comprimidos para serem chupados, doces, goma de mascar, cap-
sulas de gelatina, pessarios, supositérios € microenemas, assim como gra-
nulos, cremes dentais e géis, po6s de dentadura, agentes de lavagem de bo-
ca, dentifricios, sprays, suspensées e pomadas.

De acordo com outra modalidade da invenc¢éo, a combinagéo a-
dicionalmente compreende pelo menos uma outra cepa de bactéria de acido
lactico, escolhida de um grupo que consiste em: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus catenaforme, Lac-
tobacilluscellobiosus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus curvatus, Lacto-
bacillus delbrueckii, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus leichmannii, Lacto-
bacillus minutus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarus, Lactobacil-
lus brevis, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobac-
terium breve, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium dentium, Bifido-
bacterium eriksonii, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifido-
bacterium plantarum e Streptococcus thermophilus.

A combinacdo pode também compreender vitaminas, bases de
amonio quaternario, sais minerais, antioxidantes e agentes antiplaca.

A invencao também se refere ao uso de uma combinacdo de
bactéria de acido lactico, compreendendo:

(a) um primeiro componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico produtora de H;O;; e

(b) um segundo componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico que utiliza arginina, para produgao de um
suplemento alimentar, um produto de higiene ou uma preparagao farmacéu-
tica para a prevencgao e/ou tratamento de infecgbes e condigdes inflamato-
rias provocadas por bactérias, virus ou fungos, especialmente na boca, va-
gina, uretra, nariz, olhos e ouvidos. Essas infec¢ées e condigbes inflamaté-
rias incluem gengivite, periodontite, mucosite e estomatite, provocada por

drogas e/ou agentes fisicos, sindrome de Behcet, diaceratose da cavidade
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oral, glossite, feridas de garganta, sialadenite, sialolitiase, pénfigo, Lichen
planus, sindrome de Sjogren, vaginose, vaginite, uretrite, prostatite, protite,
otite, conjuntivite, rinite, sinusite, leucoplaquia, aftas, herpes e infecgbes
causadas por Helicobacter pilori na cavidade oral.

A combinacgao pode também ser usada para vantajosamente tra-
tar a cavidade oral com um desodorante oral, agente antiinflamatério, antica-
rie e/ou anti-placa.

Os exemplos seguintes servem para ilustrar em maiores deta-
lhes os diversos aspectos da invencdo, mas nao devem ser considerados
como limitativos da mesma.

Exempio 1

Foi avaliado o efeito inibidor da bactéria de acido lactico produto-
ra de H,O, (componente A), bactéria de acido lactico que utiliza arginina
(componente B), e da combinagao de duas cepas, especificamente na pro-
por¢céo de 1:1 (combinagao AB), em relagao ao crescimento de bactéria po-
tencialmente patogénica.

Resumidamente, a cultura da bactéria de acido lactico a ser tes-
tada foi primeiro ajustada em um pH neutro, pelo fato de que um pH acidico,
por si sé, inibe o crescimento bacteriano. A suspensao foi submetida a filtra-
cao estéril e o filtrado foi usado para impregnar um namero de discos de pa-
pel absorvente (30 pl de filtrado por disco). Os discos foram colocados sobre
uma placa de meio de crescimento seletivo que foi inoculado com 0,1 ml de
Gardnerella vaginalis (uma cepa que provoca vaginose e que foi isolada em
laboratério) junto com um disco de controle, que foi impregnado apenas com
30 ul de agua destilada. Apos incubagéo por 24 horas a 37°C, a inibicdo do
crescimento dos patégenos foi avaliada mediante medicdo do diametro do
halo em volta do disco em milimetros.

Foi realizada uma segunda série de testes com Streptococcus
mutans como patégeno alvo, essa espécie sendo o agente causador de pla-
cas dentarias e caries.

A caracterizacao da bactéria como produtora de H,O, foi feita
por meio de uma reac¢ao classica de benzidina peroxidase, que revela as
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colbnias de bactérias produtoras de H;O, através de uma coloragéo azul. A
atividade da arginina desidrolase foi determinada para avaliar a capacidade
da bactéria de acido lactico de utilizar arginina (M.C. Manca de Nadra, Mil-
chwissenschatft, 37 (1982), paginas 669-670).

A bactéria de acido lactico foi obtida da American Type Collecti-

on (ATCC), Rockville, USA.

Cepa Bacteriana Halo de Inibicao (atividade
anti-G. vaginalis, mm)
Produtora de H,O, (componente A)

Lactobacillus crispatus (ATCC 39197) 75
Lactobacillus salivarius (ATCC) 11741) 60
Lactobacillus crispatus + Lactobacillus sali- 63
varius
Utilizadora de Arginina (componente B)
Lactobacillus brevis (ATCC 14869) 0
Lactobacillus fermentum (ATCC 14931) 2
Lactobacillus brevis + Lactobacillus fermen- 0
tum
Combinacao AB (proporgao de A para B de 1:1)
Lactobacillus crispatus + Lactobacillus brevis 112
Lactobacillus crispatus + Lactobacillus fer- 100
mentum
Lactobacillus salivarius + Lactobacillus bre- 117
vis
Lactobacillus salivarius + Lactobacillus fer- 104
mentum
Cepa Bacteriana Halo de Inibigao (ativida-

de anti-S. mutans, mm)
Produtora de H;O, (componente A)

Lactobacillus crispatus (ATCC 39197) 98
Lactobacillus salivarius (ATCC) 11741) 102
Lactobacillus crispatus + Lactobacillus sali- - 99
varius
Utilizadora de Arginina (componente B)
Lactobacillus brevis (ATCC 14869) 0

Lactobacillus fermentum (ATCC 14931) 1
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Lactobacillus brevis + Lactobacillus fermen- 1
tum
Combinagao AB (proporcao de A para B de 1:1)
Lactobacillus crispatus + Lactobacillus brevis 118
Lactobacillus crispatus + Lactobacillus fer- 126
mentum
Lactobacillus salivarius + Lactobacillus bre- 121
vis
Lactobacillus salivarius + Lactobacillus fer- 120
mentum
Exemplo 2

Foram preparados comprimidos para chupar com a seguinte

composicao unitaria:

Combinacao AB 400 milhdes
(Lactobacillus salivarius + Lactobacil-
lus brevis, proporcao de 1:1)
Manitol 400 mg
Sacarina 5 mg
Polioxietileno 50 mg
Estearato de Mg 15 mg
Talco 25 mg
Silica 5mg

Esses comprimidos foram administrados em quatro voluntarios,
que foram avisados para n&o limpar os dentes ou utilizar goma de mascar na
semana anterior. As pessoas tomaram esses comprimidos durante um dia
por uma semana, apés as refeicées, deixando os comprimidos se dissolve-
rem na boca. As avaliagdes clinicas foram realizadas quanto ao indice de
placa dentaria e quanto ao indice de placa gengival.

Para a placa dentaria o seguinte sistema de avaliagao foi usado
em seis dentes (primeiro molar superior a direita; inciso superior central a
esquerda; primeiro bremolar superior a esquerda; primeiro molar inferior a
esquerda; inciso inferior central a direita; primeiro premolar inferior a direita):

0 — absolutamente nenhuma placa

1 — nenhuma placa visivel

2 — placa visivel

3 — diversas placas 6bvias
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O seguinte sistema de avaliagéo foi adotado para avaliar a placa
gengival, usando a margem dos seis dentes mencionados acima:

0 — nenhuma inflamacgao

1 — pequena inflamagao

2 — inflamagao moderada, com sangramento ao ser contatada

3 - inflamacgao acentuada, com tendéncia de sangramento es-
pontaneo.

Os dados combinados obtidos para os seis dentes dos quatro

voluntarios, foram como segue:

Pessoa indice de placa dental indice de placa gengival
0 7 dias 0 7 dias
N°. 1 8 2 7 1
Ne. 2 9 3 10 3
Ne°. 3 15 5 6 2
N°. 4 15 7 8 3
Exemplo 3

Quatro pessoas com um diagnéstico clinico e histologico de ul-
ceras de aftas recidivas foram tratados durante dez dias com seis comprimi-
dos de chupar por dia, cuja composi¢ao é fornecida no Exemplo 2.

Todos os pacientes tratados mostraram uma cura completa das
tlceras ao final do décimo dia e nenhum deles teve novas Ulceras durante o
més seguinte.

Para aperfeigoar o sabor e o aspecto da combinagao bacteriana
AB, adequados agentes de coloracéo e adogantes, tal como sacarina, oleo
de hortela e xilitol podem ser adicionados, como é usual e bem conhecido
para os versados na técnica.

A combinacdo AB pode ser administrada na forma de péletes,
balas, goma de mascar, capsulas de gelatina, cremes dentais e géis, poés de
dentaduras, agentes de lavagem de boca, dentifricios, comprimidos, pessa-
rios, supositérios, sprays, suspensdes e microenemas.

Exemplo 4
Preparacéo de uma Pasta de Dente

Pasta de Dente Basica
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Composicéo percentual:
Fosfato de calcio diidratado: 37,5%
Glicerol (85% em agua): 30,0%
Aromatizante (6leo de hortela): 1,0%
Carboximetilcelulose de sédio: 1,0%
Agua purificada: 20,8%
Sacarina de sédio (solucao aq. 1%): 2,5%
Sulfato de lauril sodio: 2,0%
Agua purificada: 5.2%
100,0%
Composigao por peso: |
Fosfato de calcio diidratado: 337,5¢
Glicerol (85% em agua): 2700 ¢
Aromatizante (6leo de hortela): 9,0¢g
Carboximetilcelulose de sédio: 90g
Agua purificada: 187,2 g
Sacarina de sédio (solucéo aq. 1%): 225¢
Sulfato de lauril sédio: 18,0 g
Agua purificada: 4884
900,0 g

O glicerol foi adicionado ao fosfato de calcio diidratado, que foi
moido e passado através de uma peneira de malha 50. A mistura foi deixada
se submeter a hidratagao, proporcionando uma pasta homogénea densa.

O aromatizante (1% de o6leo de hortela) foi adicionado nesse
ponto.

A carboximetilcelulose de sédio foi hidratada em agua durante a
noite (concentracao de 4,6% em agua purificada).

A solucdo de sacarina de sédio foi adicionada ao gel espesso
resultante.

O gel de polimero foi derramado em uma massa ja contendo o
fosfato de célcio que ja havia sido hidratado com glicerol € os componentes

foram vigorosamente misturados.
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Uma solugao de aproximadamente 28% de sulfato de lauril sédio
em agua purificada, foi preparada separadamente.

A solucéo de sulfato de lauril s6dio foi depois adicionada a pasta
de fosfato de dicalcio espessa.

A pasta homogénea espessa resultante, que apresenta boas
propriedades reoloégicas, foi misturada por poucos minutos e depois refinada
mediante passagem da mesma através de um refinador com rolos. Isso pro-
porcionou uma pasta homogénea na forma de neve, com um agradavel a-
roma de hortela.

38,5 g da bactéria de acido lactico liofilizada (L. salivarius + L.
brevis, 1:1; 10'° CFU/g) foram passados através de uma peneira de malha
50 e adicionados em pequenas por¢des ao restante (770 g) da pasta de den-
te basica acima. A pasta homogénea resultante apresentou uma cor ligeira-
mente marrom claro e um odor de hortela.

Exemplo 5
Preparacido de Comprimidos Vaginais de Liberacio Rapida

Comprimidos vaginais revestidos com uma camada efervescente
foram preparados por granulagdo a Umido. Os comprimidos pesavam 2100
mg cada um e continham 100 mg da combinacdo de bactéria de acido lacti-
co como substancia ativa.

Cada comprimido vaginal apresentava a seguinte composi¢ao:

Bactéria de acido lactico peneirada e liofilizada

(30 x 10° de L. brevis, 30 x 10° de L. salivarius

e 90 x 10° de L. plantarum por grama) 100,0 mg
Lactose 1368,0 mg
Amido de milho 246,0 mg
Acido adipico 192,0 mg
Bicarbonato de sédio 150,0 mg
Estearato de magnésio 9,0 mg
Acido estearico 9,0 mg
Silica coloidal 5,0mg

2100,0 mg
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REIVINDICAGOES

1. Composicao de bactéria de acido lactico, caracterizada pelo
fato de que compreende:

(a) um primeiro componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico produtora de H»O; e

(b) um segundo componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico que utiliza arginina, em que 0 componente
(a) é selecionado do grupo consistindo em cepas das espécies Lactobacillus
salivarius e Lactobacillus plantarum, e o componente (b) é a cepa Lacfobacil-
lus brevis CD2, depositada no DSM — Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemanha, em 6 de fevereiro
de 1998, com protocolo de acesso No. DSM 11988 conforme o Tratado de
Budapeste;

e veiculo farmaceuticamente aceitavel.

2. Composi¢éo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada
pelo fato de que compreende ainda pelo menos uma outra cepa de bactéria
de acido lactico escolhida de um grupo consistindo em: Lactobacillus brevis,,
Lactobacillus salivarius e Lactobacillus plantarum.

3. Uso de uma combinagédo de bactéria de acido lactico, com-
preendendo:

(a) um primeiro componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico produtora de H»O; e

(b) um segundo componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico que utiliza arginina, em que 0 componente
(a) é selecionado do grupo consistindo em cepas das espécies Lactobacillus
salivarius e Lactobacillus plantarum, e o componente (b) é a cepa Lacfobacil-
lus brevis CD2, depositada no DSM — Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemanha, em 6 de fevereiro
de 1998, com protocolo de acesso No. DSM 11988 conforme o Tratado de
Budapeste,

o referido uso sendo caracterizado pelo fato de ser para produ-

¢ao de um suplemento alimentar, um produto de higiene ou uma preparagao
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farmacéutica com atividade inibitéria no crescimento dos patdégenos para
prevengao e/ou tratamento de infec¢des e condi¢des inflamatérias provoca-
das por bactérias, virus ou fungos, especialmente na boca e vagina.

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato
de que as infecgdes e condigdes inflamatérias incluem placa dentaria, placa
gengival, ulceras de aftas e vaginose.

5. Uso de acordo com a reivindicagao 3 ou 4, caracterizado pelo
fato de ser para o tratamento da cavidade oral como um agente antiinflama-
tério, anticarie e/ou antiplaca.

6. Uso de acordo com a reivindicagéo 3, caracterizado pelo fato

de ser para o tratamento da cavidade oral como um desodorante.
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RESUMO

Patente de Invengao: "COMPOSICAO DE BACTERIA DE ACIDO LACTICO
E USO DA COMBINAGAO DE BACTERIA DE ACIDO LACTICO PARA A
PREVENGAO E/OU TRATAMENTO DE INFECGOES E CONDIGOES IN-
FLAMATORIAS".

A presente invencao divulga uma combinagao de bactéria de a-
cido lactico, compreendendo:

(a) um primeiro componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido [actico produtora de H,O,; e

(b) um segundo componente consistindo em pelo menos uma
cepa de bactéria de acido lactico que utiliza arginina. A divulgacéao refere-se
também ao uso dessa combinagdo para produgcdo de um suplemento ali-
mentar, um produto de higiene ou uma preparagéo farmacéutica para a pre-
vencao e/ou tratamento de infecgbes e condigbes inflamatérias provocadas
por bactérias, virus ou fungos, especialmente na boca, vagina, uretra, nariz,

olhos e ouvidos.
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