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RESUMO
"BACTERIA PARA USO COMO UM PROBIOTICO PARA APLICAGCOES
NUTRICIONAIS E MEDICAS"

Um primeiro aspeto da invencdo refere-se a espécie
bacteriana Roseburia hominis para uso em: ® regulacdo do
sistema imune de um sujeito; * tratamento de um disturbio
imune; ¢ tratamento de um distUrbio intestinal; * melhoria
da microflora intestinal; * regulacdo do sistema imune
inato de um sujeito; ¢ regulacdo do sistema imune
adaptativo de um sujeito; * regulacdo do apetite num
sujeito; ® promocdo de Tregs e tolerdncia imune; * promocéo
da saude intestinal num sujeito; e/ou * manutencdo da
homeostasia imune num sujeito. Aspetos adicionais da
invencdo referem-se a composicdes compreendendo Roseburia

hominis.
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DESCRICAO
"BACTERIA PARA USO COMO UM PROBIOTICO PARA APLICACOES

NUTRICIONAIS E MEDICAS"

A presente invencdo refere-se a espécie Roseburia hominis e

seus variados usos nutricionais e terapéuticos.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

O intestino humano, que se pensava ser inicialmente estéril
in utero, estd exposto a uma grande variedade de micrdbios
maternos e ambientais imediatamente apds o nascimento. Os
eventos de colonizacdo e sucessdo subsequentes no intestino
permanecem dindmicos ao longo dos primeiros anos de vida,
apds o0s quals a microflora se torna do tipo adulto e
relativamente estédvel (1). A microflora do intestino humano
contém mais de 500 filotipos diferentes ©pertencendo
essencialmente a duas divisdes bacterianas principais, os
Bacteroidetes e os Firmicutes (2). As relacbes simbidticas
bem sucedidas que surgem da colonizacdo Dbacteriana do
intestino humano produziram uma vasta variedade de funcdes
metabdélicas, estruturais, protetoras e outras benéficas. As
atividades metabdlicas intensificadas do intestino
colonizado asseguram que os componentes dietéticos, que séo
de outra forma indigeriveis, sdo degradadas com 0s
bioprodutos libertados proporcionando uma fonte de
nutrientes importante para o hospedeiro. Similarmente, a
importancia imunoldgica da flora intestinal & bem
reconhecida e exemplificada em animais livres de germes que
tém um sistema imune comprometido que ¢é funcionalmente
reconstituido apds a introducdo de bactérias comensais (3-

5).



Em contraste acentuado a producdo de IgA intestinal
secretora, que ¢é influenciada pela colonizacdo microbiana
per se (6, 7), o desenvolvimento e diferenciacdo das
células T parece requerer colonizacdo de microrganismos
comensais especificos. As espécies de Clostridium, em
particular as bactérias filamentosas segmentadas produtoras
de esporos (SFB), parecem ser um condutor principal para a
maturacdo das Thl, Thl7 e Tregs intestinais (8, 9). Estudos
recentes mostraram agora, contudo, que outras bactérias
intestinais incluindo aquelas da flora Schaedler alterada
podem induzir geracdo de novo de Tregs enquanto a
monocolonizacdo com Bacteroides fragilis pode corrigir o
desequilibrio de Thl/Th2 em camundongos livres de germes

pela promocdo da expansdo de Tregs (5,10).

A presente invencdo procura elucidar outras Dbactérias
intestinais residentes que podem modular a atividade
metabdélica no intestino e/ou desempenhar um papel em

processos imunorregulatdrios.

AFIRMACAO DA INVENCAO

A presente invencdo centra-se na atividade da espécie
bacteriana Roseburia hominis, um membro do filo Firmicutes.
Estudos pelo requerente demonstraram gque esta espécie
bacteriana desempenha um papel importante na
imunorregulacdo e atividade metabdélica no intestino, bem
como tem um efeito nos genes do apetite e saciedade. Os
papéis dos genes bacterianos que participam na colonizacéo
e adaptacdo ao intestino murino, bem como o0s genes do
hospedeiro que respondem a colonizacdo por esta bactéria

sdo descritos em mais detalhe abaixo.



Os aspetos da invencdo, em conjunto com as formas de
realizacédo preferenciais, s&o apresentados nas

reivindicacdes acompanhantes.

Um primeiro aspeto da invencdo refere-se a espécie
bacteriana Roseburia hominis para uso na regulacdo do

sistema imune de um sujeito.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso no tratamento de um disturbio
selecionado de um disturbio inflamatdério, um disturbio

imune e um disturbio intestinal.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na promocdo da saude intestinal

através da restauracdo da homeostasia imune.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na melhoria da microflora

intestinal num sujeito.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na regulacdo do sistema imune

inato de um sujeito.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na regulacdo do sistema imune

adaptativo de um sujeito.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na promocdo de Tregs e

tolerdncia imune de um sujeito.



Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana

Roseburia hominis para uso em medicina.

Outro aspeto da invencdo refere-se a uma composicédo
farmacéutica compreendendo a espécie bacteriana Roseburia
hominis e um excipiente, transportador ou diluente

farmaceuticamente aceitével.

Outro aspeto da invencdo refere-se a um suplemento
nutricional compreendendo a espécie bacteriana Roseburia
hominis e um excipiente, transportador ou diluente

nutricionalmente aceitéavel.

Outro aspeto da invencdo refere-se a uma composicdo
probidética compreendendo a espécie Dbacteriana Roseburia

hominis.

Outro aspeto da invencdo refere-se a uma racdo, produto
alimentar, suplemento nutricional, suplemente dietético ou
aditivo alimentar compreendendo a espécie bacteriana

Roseburia hominis.

Outro aspeto da invencdo refere-se a um processo para
producdo de uma composicdo farmacéutica de acordo com a
invencdo, compreendendo o processo referido a mistura da
espécie Dbacteriana Roseburia hominis com um excipiente,

transportador ou diluente farmaceuticamente aceitéavel.

Outro aspeto da invencdo refere-se a um processo para
producdo de um suplemento nutricional de acordo com a
invencdo, compreendendo o processo referido a mistura da
espécie bacteriana Roseburia hominis com um excipiente,

transportador ou diluente nutricionalmente aceitavel.



Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na manutengdo da homeostasia

imune num sujeito.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Como mencionado acima, um aspeto da invencdo refere-se a

Roseburia hominis para usSo em um ou mais de:

e tratamento de um disturbio imune;

e tratamento de um disturbio intestinal;

e melhoria da microflora intestinal;

e regulacdo do sistema imune inato de um sujeito;

e regulacdo do sistema imune adaptativo de um sujeito;
e promocdo de Tregs e toleradncia imune;

e promocdo da saude intestinal num sujeito; e/ou

e manutencdo da homeostasia imune num sujeito.

Roseburia hominis

Roseburia hominis, um anaerdbio intestinal comensal do
Agrupamento filogenético XIVa no filo Firmicutes descrito
recentemente, pertence a um grupo dominante de bactérias no
intestino humano e ¢é também um produtor de Dbutirato
principal (11). O presente requerente elucidou a sequéncia
completa de genoma e anotacdo para esta bactéria. Estudos
adicionais investigaram as respostas do transcriptoma tanto
bacteriano como do hospedeiro em camundongos livres de
germes monocolonizados com R. Hominis. 0s papéis de genes
bacterianos que participam na colonizacdo e adaptacdo do
intestino murino, bem como de genes do hospedeiro
respondendo a colonizacdo por esta bactéria sdo aqui

descritos.



Experiéncias pelo Requerente mostraram que a atividade da
Roseburia hominis é altamente especifica. Estudos mostraram
que genomas importantes da espécie Roseburia sdo muito
diferentes, indicando funcionalidade diversa. De facto,
experiéncias mostraram que as bactérias do Agrupamento XIVa
de Clostridium, incluindo as espécies bacterianas Roseburia
intestinalis, Roseburia hominis e FEubacterium rectale
(todos as quais s&o produtoras de butirato)
surpreendentemente induzem efeitos muito diferentes e

distintos nas células intestinais.

Numa forma de realizacdo preferencial, a espécie bacteriana
& a estirpe depositada sob os termos do Tratado de
Budapeste da National Collections of Industrial, Food and
Marine Bacteria (NCIMB) na NCIMB Ltd, Ferguson Building,
Condado de Craibstone, Bucksburn, Aberdeen, RU, AB21 9YA,
em 21 de Outubro de 2004 em nome do Rowett Research
Institute of Nutrition and Health, University of Aberdeen,
Greenburn Road, Aberdeen, AB21 9SB, Escodécia, RU, sob o
numero de acesso de NCIMB 140297 Roseburia hominis A2-183T

(DSM = 168397T).

A espécie bacteriana é preferencialmente Roseburia hominis
como descrito em Duncan, S. H., Aminov, R. I., Scott, K.
P., Louis, P., Stanton, T. B., & Flint, H. J. (2006) Int.
J. Syst. Evol. Microbiol. 56: 2437-2441.

Numa forma de realizacdo preferencial, a espécie bacteriana
estd na forma de uma populacdo Dbacteriana viva, uma
populacdo bacteriana liofilizada, uma preparacdo bacteriana
inviéavel, ou os seus componentes celulares.
Preferencialmente, onde a espécie bacteriana estd na forma

de uma preparacdo bacteriana inviédvel, esta é selecionada



de bactérias mortas pelo calor, bactérias irradiadas ou

bactérias lisadas.

Numa forma de realizacdo preferencial, a espécie bacteriana
estd na forma de Dbactérias vivas ou seus componentes

celulares.

Numa forma de realizacdo preferencial, a espécie bacteriana
estd na forma isolada. Como usado aqui, o termo “isolado”

significa isolado do seu ambiente nativo.

Numa forma de realizacdo preferencial, a espécie bacteriana
estd na forma biologicamente pura. Como usado aqui, o termo
“biologicamente puro” refere-se a uma cultura laboratorial
que estd substancialmente 1livre de outras espécies de
organismo. Preferencialmente, a espécie bacteriana estd na

forma de uma cultura de uma espécie Unica do organismo.

A invencdo também engloba o uso de mutantes da espécie
bacteriana ou estirpes aqui descritas. Como usado aqui, o
termo “mutante” inclui estirpes bacterianas derivadas tendo
pelo menos homologia de 93%, preferencialmente pelo menos
homologia de 96%, preferencialmente homologia de 98% para a
sequéncia de polinucledtidos de uma estirpe referenciada,
mas de outra forma compreendendo mutacdes noutras
sequéncias no genoma bacteriano. Os mutantes sédo obteniveis
por técnicas de engenharia genética inferindo alteracdo do
material genético das estirpes da invencdo ou inferindo uma
recombinacdo do material genético das estirpes da invencéo
com outras moléculas. Tipicamente, de modo a obter tais
estirpes mutantes, um perito na técnica pode usar técnicas
de mutagénese padrdo tais como radiacdo UV ou exposicdo a

produtos quimicos mutagénicos.



Como usado aqui, o termo “mutacdes” incluli mutacdes
naturais ou induzidas compreendendo pelo menos alteracdes
de base Unica incluindo delecdes, insercdes, transversdes,
e outras modificacdes conhecidas para aqueles peritos na
técnica, incluindo modificacdo genética introduzida numa
sequéncia mde de nucledtido ou aminodcidos enguanto
mantendo pelo menos homologia de 50% para a sequéncia méae.
Preferencialmente, a sequéncia compreendendo a mutacdo ou
mutacdes tem pelo menos 60%, mais preferencialmente pelo
menos 75%, ainda mais preferencialmente homologia de 85%
com a sequéncia mde. Como usado aqui, a “homologia” da
sequéncia pode ser determinada wusando técnicas padréo
conhecidas para aqueles peritos na técnica. Por exemplo, a
homologia pode ser determinada usando o programa “BLAST” de
algoritmo de homologia on-line, disponivel publicamente em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

A invencdo também engloba o uso de hombélogos das espécies
bacterianas ou estirpes aqui descritas. Como usado agqui o
termo “homélogo” refere-se a uma estirpe bacteriana tendo
uma sequéncia de nucledtidos tendo um grau de identidade de
sequéncia ou homologia de sequéncia com a sequéncia de
nucledtidos da estirpe bacteriana mde (doravante referida
como uma “sequéncia (s) homéloga(s)”). Agui, o termo
“homé¢logo” significa uma entidade tendo uma certa homologia
com a sequéncia de nucledtidos do sujeito. Aqui, o termo

“homologia” pode ser equiparado a “identidade”.

No presente contexto, uma sequéncia homdéloga € tirada para
incluir uma sequéncia de nucledtidos que pode ser pelo
menos 50, 60, 70, 75, 80, 85 ou 90 % idéntica,
preferencialmente pelo menos 95%, 97%, 98% ou 99% idéntica
a sequéncia de nucledétidos da estirpe Dbacteriana mée (a

sequéncia do sujeito).



As comparacdes de homologia podem ser conduzidas a olho, ou
mais habitualmente, com a ajuda de programas de comparacio
de seguéncias prontamente disponiveis. Estes programas de
computador comercialmente disponiveis podem calcular a % de

homologia entre duas ou mais sequéncias.

A % de homologia podem ser calculada em sequéncias
contiguas, i.e., uma sequéncia ¢é alinhada com a outra
sequéncia e cada aminocdcido numa sequéncia ¢ diretamente
comparado com O aminodcido correspondente na outra
sequéncia, um vresiduo de cada vez. Isto é chamado um
alinhamento sem intervalos. Tipicamente, tais alinhamentos
sem quebras sao realizados apenas sobre um numero

relativamente reduzido de residuos.

Apesar de ser um método muito simples e consistente, este
falha em levar em consideracdo que, por exemplo, num par de
sequéncias 1dénticas de outra forma, uma insercdo ou
delecdo levard os residuos de aminodcidos seguintes a serem
colocados fora do alinhamento, deste modo resultando
potencialmente numa grande redugdo na % de homologia gquando
um alinhamento global é realizado.

O célculo da % de homologia méxima requer primeiramente,
portanto, a producdo de um alinhamento 6timo, tendo em
consideracdo as penalidades de intervalo. Um programa de
computador adequado para levar a cabo tal alinhamento é o
Vetor NTI (Invitrogen Corp.). Exemplos de software dque
podem realizar comparac¢des de sequéncias incluem, mas né&o
sdo limitados a, o pacote BLAST (ver Ausubel et al. 1999
Short Protocols in Molecular Biology, 42 Edicdo - Capitulo
18), BLAST 2 (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50;
FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8), FASTA (Altschul et

al 1990 J. Mol. Biol. 403-410) e AlignX, por exemplo. Pelo
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menos os BLAST, BLAST 2 e FASTA estdo disponiveis para
pesquisa offline e online (ver Ausubel et al 1999, paginas
7-58 a 7-60).

Preferencialmente, o grau de identidade no que diz respeito
a uma sequéncia de nucledtidos é determinado em pelo menos
20 nucledétidos contiguos, preferencialmente em pelo menos
30 nucledtidos contiguos, preferencialmente em pelo menos
40 nucledtidos contiguos, preferencialmente em pelo menos
50 nucledbétidos contiguos, preferencialmente em pelo menos
60 nucledtidos contiguos, preferencialmente em pelo menos
100 nucledtidos contiguos. Preferencialmente, o grau de
identidade no que diz respeito a uma sequéncia de

nucledétidos pode ser determinado em toda a seguéncia.

A identificacdo tradicional de Dbactérias com base de
caracteristicas fenotipicas geralmente ndo é tdo exata como
a identificacéo baseada em métodos genotipicos. A
comparacdo da sequéncia bacteriana do gene de rRNA 16S
emergiu como uma técnica genética preferencial e permite
que novas estirpes sejam identificadas por comparacdo de
sequéncias com sequéncias conhecidas de DNA Dbacteriano

usando o BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.giov/Blast.cgi).

A sequéncia do gene de rRNA 16S é universal nas bactérias,
e por 1isso podem ser medidas relacdes entre muitas
bactérias diferentes. Em geral, a comparacdo da sequéncia
de rRNA de 165 permite a diferenciacdo entre organismos ao
nivel do género entre todos o0s principais filos de
bactérias, além de classificar as estirpes em multiplos
niveis, incluindo nivel de espécies e subespécies. A
sequéncia de rRNA de 16S foi determinada para um grande
nimero de estirpes. O GenBank, o maior banco de dados de
sequéncias de nucledtidos, tem mais de 20 milhdes de
sequéncias depositadas, dos quais mais de 90.000 s&o genes

de rRNA de 16S. 1Isto significa que existem muitas
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sequéncias previamente depositadas, com as qguais a

sequéncia de uma estirpe desconhecida pode ser comparada.

Como wusado aqgui, o termo “identidade de rRNA de 16S”
refere-se a percentagem de identidade com uma estirpe
bacteriana conhecida. Numa forma de realizacéo
preferencial, a estirpe bacteriana tem uma identidade de
RNA de 16S de pelo menos 99,5% com a estirpe depositada sob

o0 numero de acesso acima.

A invencdo também engloba estirpes mutantes, que podem ser
obtidas a partir da estirpe depositada mencionada acima, e
estirpes exibindo uma homologia DNA-DNA de pelo menos 70%
e/ou uma identidade de RNA de 16S de pelo menos 99,5% com a

estirpe depositada sob o numero de acesso acima.

No contexto da presente invencdo, o termo “homologia DNA-
DNA” refere-se a qudo intimamente relacionadas duas ou mais
cadeias de DNA separadas sdo uma para a outra, com base na
sua sequéncia de nucledbdétidos. Tipicamente, isto é& medido em
termos de % de identidade. Numa forma de realizacéo
preferencial, a estirpe bacteriana tem uma homologia DNA-
DNA de pelo menos 70% com a estirpe depositada sob o numero

de acesso acima.

Numa forma de realizacdo altamente preferencial, a estirpe
bacteriana tem uma homologia DNA-DNA de pelo menos 70% e
uma identidade de rRNA de 165 de pelo menos 99,5% com a

estirpe depositada sob o numero de acesso acima.

Aplicag¢des terapéuticas

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana R.

hominis para uso em medicina.
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Mais particularmente, a espécie Dbacteriana Roseburia
hominis é para uso no tratamento de um disturbio
selecionado de um disturbio inflamatdério, um disturbio

imune e um disturbio intestinal num sujeito.

Como usado aqui, o termo “medicamento” engloba medicamentos
para uso tanto humano como animal em medicina humana e
veterindria. Além disso, o termo “medicamento” como usado
aqui significa qualgquer substédncia gque proporcione um
efeito terapéutico e/ou benéfico. O termo “medicamento”
como usado aqui nao é necessariamente limitado a
substincias que precisam de Aprovacdo de Comercializacéo,
mas pode incluir substancias que podem ser usadas em
cosméticos, nutracéuticos, alimentos (incluindo racdes e
bebidas por exemplo), culturas de probidticos, suplementos
nutricionais e remédios naturais. Além disso, o termo
“medicamento” como usado aqui engloba um produto desenhado
para incorporacdo em racdo animal, por exemplo, alimentacdo

para gado e/ou alimentos para animais de estimacéo.

Numa forma de realizacdo preferencial da invencédo, o
distirbio é selecionado de sindrome do intestino irritével
(IBS), colite, disttrbio inflamatdério do intestino (IBD),
incluindo doenca de Crohn e <colite wulcerosa, bolsite,
dispepsia funcional, obstipacéo funcional, diarreia
funcional (incluindo diarreia associada a antibidéticos,
diarreia do viajante e diarreia pediédtrica), dor abdominal
funcional, meteorismo funcional, Sindrome da Dor
Epigéstrica, Sindrome da Irritabilidade Pbs-prandial,
doenca do refluxo gastrointestinal (GERD) , doencas
autoimunes tais como diabetes, artrite, esclerose multipla
e ©psoriase, alergias, doencas atépicas p.ex. dermatite
atdépica, enterocolite necrotisante, outras infecdes e suas

combinacdes.
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Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, o
distlrbio é um disttrbio inflamatdério. Preferencialmente, a
expressdo de genes pré-inflamatdrios ¢é infrarregulada no
sujeito hospedeiro. Detalhes adicionais destes estudos sé&o

apresentados abaixo.

Mais preferencialmente, o distUrbio inflamatério é colite,
ainda mais preferencialmente, doenca de Crohn, colite

ulcerosa ou bolsite.

Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, o
distlrbio intestinal é IBS. A patofisiologia precisa da IBS
continua por ser elucidada. Estudos recentes descreveram
inflamacdo da mucosa e alteracgdes na microflora intestinal
em pacientes com IBS e uma correlacdo da doenca com

infecdes intestinais.

Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, o
distlrbio intestinal é IBD. Preferencialmente, a expressio
de genes de Dbarreira estd intensificada no sujeito
hospedeiro. Detalhes adicionais destes estudos sédo

apresentados abaixo.

Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, o

disturbio intestinal é a doenca de Crohn.

Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, o
distirbio ¢ um distirbio dimune. Preferencialmente, o
distlrbio imune é selecionado de colite ulcerosa, bolsite,
outras condicdes autoimunes incluindo artrite reumatdide,
psoriase, esclerose multipla, alergias, incluindo doenca

celiaca, dermatite atdépica e rinite.

Numa forma de realizacdo, a espécie bacteriana Roseburia

hominis é para uso na regulacdo do sistema imune de um
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sujeito. Sabe-se que a regulacdo 1imune ©por espécie
bacteriana ¢é elevadamente especifica da espécie (8). Em
particular, o efeito regulatdério imune das bactérias do
Agrupamento XIVa e VI é muito complicado, e independente da

producdo de butirato (41).

Numa forma de realizacdo preferencial, o sistema imune

inato do sujeito é modulado.

Noutra forma de realizacdo preferencial, o sistema imune
adaptativo do sujeito é modulado no sentido da regulacéo
imune (e ndo ativacdo imune, deste modo reduzindo a

inflamacéo) .

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para melhoria da microflora intestinal

num sujeito.

A microflora intestinal refere-se a microrganismos que
vivem no trato digestivo de animais hospedeiros. Estes
microrganismos realizam wuma vasta variedade de funcdes
metabdélicas, estruturais, protetoras e outras benéficas.
Como wusado aqui, “melhoria da microflora intestinal”
refere-se a aumento do numero e/ou do tipo de
microrganismos presentes no intestino de um hospedeiro,
e/ou aumento da atividade dos microrganismos referidos em
termos das suas funcodes metabdlicas, estruturais,

protetoras e outras benéficas.

Preferencialmente, a Roseburia hominis coloniza o cdblon

e/ou ileon, mais preferencialmente o cdlon.

Numa forma de realizacdo preferencial, a Roseburia hominis
regula a expressdo de pelo menos um gene de mobilizacdo ou

quimiotaxia.
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Mais preferencialmente, a Roseburia hominis sobrerregula a
expressdo de pelo menos um gene de mobilizacdo ou
quimiotaxia. Ainda mais preferencialmente, o gene de

mobilizacdo e quimiotaxia é selecionado de MobA e MobL.

Noutra forma de realizacdo preferencial, a Roseburia
hominis regula a expressdo de pelo menos um gene

selecionado de FlaAl, FlaA2, Fla3 e FlaB.

Anticorpos séricos especificos paras as proteinas do tipo
FLA estdo presentes na doenca inflamatdéria do intestino.
Deste modo, numa forma de realizacdo preferencial, a
Roseburia hominis ¢é para uso no tratamento de doenca

inflamatdéria do intestino.

Noutra forma de realizacdo preferencial, a Roseburia
hominis regula a expressdo de um ou mais dos seguintes:
acetil-CoA acetiltransferase, 3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase, butiril-CoA desidrogenase, subunidade beta
da flavoproteina transportadora de eletrdes, subunidade

alfa da flavoproteina transportadora de eletrdes.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para regulacdo do sistema imune inato de

um sujeito.

Como usado aqui, o termo “sistema imune inato”, também
conhecido como o sistema imune ndo especifico, compreende
as células e mecanismos que proporcionam ao hospedeiro
defesa imediata contra infecdo por outros organismos numa
maneira nédo especifica. Isto significa que as células do
sistema 1inato reconhecem e respondem a patogénios numa

forma genérica, mas ao contrario do sistema imune
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adaptativo, isto ndo confere imunidade de longa duracdo ou

protetora ao hospedeiro.

Como usado aqui, o termo “regulacdo do sistema imune inato”
significa inducdo da atividade do sistema imune inato e/ou
aumento do nivel de atividade relativamente ao nivel basal

de atividade de tal modo gque promova a homeostasia imune.

Perda ou desregulacdo da funcdo imune inata, tanto devido a
perda da barreira epitelial, péptido imunes inatos tais
como defensinas, quimiocinas e citocinas ou sinalizacdo TLR
defeituosa estdo associados a risco aumentado de doencas
inflamatérias, em diversos 6érgdos do corpo incluindo o
intestino. Tais doencas incluem doenca inflamatdéria do
intestino. Deste modo, numa forma de realizacdo altamente
preferencial, a Roseburia hominis é para uso no tratamento

da doenca inflamatdéria do intestino.

Numa forma de realizacdo preferencial, a Roseburia hominis
regula a expressdo de pelo menos um gene selecionado de
rir5, Tirl, Vnnl, Defb37, Pla’2g, Muclé, Itln, Sprria,
Cldn4, Pmp22, Crb3, Mag3, Marveld3, Mpp7, Defcr20, PcgfZz,
Ltbp4, Igsf8 e TcfeZa. Muitos deste genes s&do genes
barreira do intestino e antimicrobianos e por isso
trabalham para reduzir a 1invasividade de patogénios
intestinais e também reduzem os numeros de patogénios

vidveis.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para regulacéo do sistema imune

adaptativo de um sujeito.

Como usado agqui, o termo “sistema imune adaptativo”, de

outra forma conhecido como o “sistema imune especifico”
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refere-se a células sistémicas altamente especializadas e
processos que eliminam ou previnem o) crescimento
patogénico. A resposta imune adaptativa proporciona ao
sistema imune vertebrado a capacidade de reconhecer e

recordar patogénios especificos (para gerar imunidade), e

(O

montar ataques mais fortes cada vez que o patogénio

encontrado.

Como usado aqui, o termo “regulacdo do sistema imune
adaptativo” significa inducdo da atividade do sistema imune
adaptativo, e/ou promocdo de mecanismos homeostatico imunes
através do aumento do nivel de atividade em relacdo ao
nivel basal de atividade. Preferencialmente, o sistema
imune adaptativo é modulado no sentido da regulacdo imune

(e ndo ativacdo imune deste modo reduzindo a inflamacio).

Os defeitos e distuUrbios associados com o sistema imune
adaptativo, particularmente relacionados com a funcdo das
células T, estdo associados a muitas doencas inflamatdrias
e autoimunes. As respostas das células T associadas a Thl,
Th2 e Th1l7 estédo associadas a doencas atdépicas,
inflamatdérias e autoimunes. As terapias que melhoram ou
aumentam as populacdes de células T reguladoras (Tregs) séo
importantes no controlo de doencas conduzidas por respostas

excessivas de células Thl, Th2 e Thl7.

Numa forma de realizacdo preferencial, a Roseburia hominis
ativa pelo menos uma gene de resposta imune no cdlon ou

i1leon.

Numa forma de realizacdo preferencial, a Roseburia hominis
regula o sistema imune adaptativo através da modulacdo da
expressdo de genes associados a regulacdo de células T,
mais preferencialmente no cdélon. Mais preferencialmente, a

Roseburia hominis induz células T reguladoras (Tregs). Um
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aumento nos numeros de Treg combaterd os efeitos de outras
células T efetoras, tais como Thl, Thl7 e Th2 que conduzem
inflamacdo, autoimunidade e condic¢des alérgicas/atdpicas.
Deste modo, esta propriedade da R. hominis ©pode ser
explorada para abordar muitas doencas onde o equilibrio

Tef/Treg estd perdido, p.ex., Crohn e colite ulcerosa.

Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, a
Roseburia hominis sobrerregula a expressdo de pelo menos um
gene selecionado de Lyégéc e Lybgbe no cdlon ascendente. A
deplecdo de Lybg6c e Lyogbe aumenta o risco de infecéo,
tanto no intestino como no trato respiratdério e estéd
associada a doencas tais como neutropenia. Deste modo, numa
forma de realizacdo preferencial, a Roseburia hominis ¢é

para uso no tratamento de neutropenia.

Outro aspeto da invencdo refere-se a espécie bacteriana
Roseburia hominis para uso na manutencdo da homeostasia
imune num sujeito. Como usado aqui “manutencdo da
homeostasia imune” refere-se a autorrequlacdo do sistema
imune do corpo para manter a tolerdncia oral ou
estabilidade imune em resposta a condig¢des mutédveis. A
tolerdncia oral refere-se as respostas imunes normais a
alimentos e Dbactérias comensais no intestino saudéavel.
Estas estdo perdidas na doenca celiaca e Doencas
Inflamatérias do Intestino tais como doenca de Crohn e
colite wulcerosa. Deste modo, numa forma de realizacédo
particularmente preferencial, a Roseburia hominis ¢é para
uso no tratamento de doenca celiaca e Doencas Inflamatdrias
do Intestino tais como doenca de Crohn e colite ulcerosa.

Como usado agqui, “regulacdo do apetite” refere-se 4
capacidade de modular (p.ex. aumentar ou diminuir) o desejo

do hospedeiro de comer alimentos. Preferencialmente, a



19

Roseburia hominis exerce um efeito estimulatdrio no apetite
do hospedeiro por infrarregulacdo da expressdo de genes
associados a supressdo do apetite. Preferencialmente, a
Roseburia hominis infrarregula a expressdo de pelo menos um
gene selecionado de Agt, Cartpt, Cck, Cxcll2 e Gcg. Mais
preferencialmente, a Roseburia hominis infrarregula a

expressdo das hormonas da saciedade Cck e Gcg.

As espécies bacterianas de acordo com a invencdo podem ser
usadas em aplicacdes profildticas. Em aplicacdes
profildticas, as espécies Dbacterianas ou composicdes de
acordo com a 1invencdo sdo administradas a um paciente
susceptivel a, ou de outro modo em risco de, uma doenca
particular numa gquantidade que ¢é suficiente para reduzir
pelo menos parcialmente o risco de desenvolver uma doenca.
Tal quantidade ¢é definida como sendo “uma dose efetiva
profildtica”. As quantidades precisas dependem de um numero
de fatores especificos do paciente tais como o estado de

saude e peso do paciente.

A presente invencdo é adicionalmente descrita através das

figuras seguintes, em que:

A Figura 1 mostra a abundédncia e localizacdo de R. hominis
no cbélon ascendente. (A) Cdbdlon ascendente de camundongo
colonizado com R. hominis mostrando associacdo prdxima de
bactérias com o epitélio do hospedeiro, usando a prova de
FISH A2-183. Ampliacdo original 630x. (B) PCR usando
iniciadores especificos de R. hominis mostrou um sinal
positivo forte no DNA fecal apds colonizacdo, enquanto as
fezes de animais GF foram negativas para a presenca de
quaisquer bactérias. (C) Anédlise por PCR em tempo real
mostrando os niveis de <colonizacdo de fezes com R.

hominis/mg de fezes.
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A Figura 2 mostra a sequéncia e anotacdo do genoma de R.
hominis. (A) Mapa circular do genoma de R. hominis com a
localizacdo das experiéncias de PCR indicada nas regides
visadas pelos iniciadores. As faixas no mapa do genoma,
comecando na faixa exterior 0, sdo: faixa 0 - (azul)

Experiéncias de PCR em tempo real indicadas pelas marcas de

escala numeradas; faixa 1 - (azul palido) CDS direto; faixa
2 - (azul pé&lido) CDS reverso; faixa 3 - (azul) rRNA; faixa
4 - (verde) tRNA; faixa 5 (vermelho) regides que marcam STS
visadas por PCR em tempo real; grafico 1 - conteudo de GC;

grafico 2 - viés de GC. (B) Anotacdo funcional do genoma de

R. hominis.

A Figura 3 identifica transcriptos expressos
diferencialmente em R. hominis apds colonizacdo e adaptacédo
ao intestino de murino. (A) O RNA bacteriano foi isolado de
contetdos do cego de camundongos, marcado com ou dCTP-Cy3
ou dCTP-Cy5 durante a sintese de cDNA e hibridizado para
laminas de microarranjos incorporando uma troca de corante.
Os dados foram considerados significativos quando mudanca
de vezes>2 e P<0,05. 50 genes expressos diferencialmente
(in vivo vs. 1in vitro) foram revelados por anédlise por
microarranjos. (B) Validacdo por PCR em tempo real de genes
envolvidos na transferéncia por conjugacdo/mobilizacdo. (C)
Validacdo por PCR em tempo real de genes envolvidos na
Motilidade e Quimiotaxia. (D) Western blot do conteudo de
intestino ascendente imunocolorido com anticorpo Fla2z
purificado por afinidade ao dl4 (faixa 1: ladder, faixas 2-
6: contetdos do intestino de animais 1-5, faixas 7-8:
vazias, faixas 9-10: Dbiomassa de R. hominis (controlo
positivo)). Figura de R. hominis mostrando flagelos (setas
pretas) e (E) Validacdo por PCR em tempo real de genes
envolvidos no metabolismos do butirato. (F) Andlise por PCR

em tempo real de transcriptos de R. hominis durante
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exposicdo in vitro a células epiteliais intestinais
humanas. Os resultados da PCR em tempo real sdo médias de

triplicados, *P<0,05, **pP<0,01, ***pP<(0,001.

A Figura 4 identifica transcriptos expressos
diferencialmente no intestino murino apds monoassociacédo
com R. hominis. (A) Andlise por microarranjos Affymetrix de
genes expressos diferencialmente camundongos colonizados
com R. hominis em relacdo a GF. 0s graficos de barras
representam o0 numero de genes mais e menos expressos apds
14 e 28 dias. (B) Mapa de calor gerado a partir de genes
expressos diferencialmente com significdncia funcional -
entre GF e camundongos colonizados com R. hominis aos dl4 e
d28. As colunas representam ensaios individuais, e as
linhas genes especificos de interesse. O Z-core ilustra uma
medida de disténcia, em desvios padrédo, a partir da média.
O valor relativo para cada gene é ilustrado por intensidade
de cor, com o verde indicando expressdo mais elevada e o
vermelho ilustrando expressdo mais reduzida. (C) Validacédo
por PCR em tempo 1zreal de genes qgque se mostraram ser
significativamente diferentes entre 0s camundongos
colonizados com R. hominis e 0s GF. Os resultados da PCR
em tempo real sdo médias de triplicados, *P<0,05, **pP<0,01,

**x*xp<0,001.

A Figura 5 mostra a expressdo e localizacdo de marcadores
de células T no célon. Imunofluorescéncia e analise das
células da lamina prépria marcadas com antiLyeG (A4),
antiCD3 (B) e antiCDl1lb (C) na lamina prépria de
camundongos GF e camundongos tratados com R. hominis.

*pP<0,05.

A Figura 6 mostra os efeitos anti-inflamatdérios da R.

hominis num modelo experimental de colite. Camundongos IL-
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10KO foram doseados trés vezes por semana durante 14
semanas. (A) Camundongos IL-10KO ndo tratados tiveram forte
elevacdo de todos o0s genes em comparacdo com camundongos do
tipo selvagem, enquanto a expressdo diferencial de genes
foi mais reduzida em animais tratados com R. hominis. Os
resultados da PCR em tempo real sdo médias de triplicados,
*p<0,05, **p<0,01, ***pP<0,001. (B) Pesos corporais de IL-
10KO ndo tratados e animais I1-10KO tratados com R. hominis
no fim do estudo. (C) Cdlon ascendente (corado com
hematoxilina/eosina) de animais IL-10KO e IL-10KO tratados

com R. hominis. Ampliacdo original 100x.

A Figura 7 mostra anadlise por PCR em tempo real de niveis
de mRNA de IL-10, TI1-17 e IFN-y. PCR em tempo real foi
realizada no tecido do cdélon ascendente para medicdo dos
marcadores de células T. Os resultados de PCR em tempo real

sdo médias de triplicados, *P<0,05, **P<0,01.

A Figura 8 mostra os efeitos da monoassociacdo de
camundongos GF com R. hominis na composicdo do peso
corporal. Foi realizada anédlise do peso corporal seco e
carcaca de lipidos. (A) Os pesos secos da carcaca de
camundongos associados a R. hominis eram significativamente
mais pesados em comparacdo com animais GF. (B) Analise
adicional da carcaca de lipidos mostrou gque a adiposidade
total era também significativamente mais elevada em animais

tratados com R. hominis ao dl4.

A Figura 9 ilustra uma comparacdo dos dados da expressdo de
genes para trés estirpes do Agrupamento XIVa (Firmicutes),
nomeadamente Roseburia hominis, E. rectale and Roseburia

intestinalis.
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A Figura 10 mostra que a Roseburia hominis induz A20, um
regulador negativo da sinalizacdo NF-xB com atividade anti-
inflamatdéria potente, enguanto outras estirpes bacterianas
ndo tém efeito. A fracdo de flagelina da Roseburia hominis
(FLA1 de Roseburia hominis) também induz A20 ao contrario
daquela da FEubacterium rectale, uma bactéria relacionada.
Em mais detalhe, a Figura 10 mostra a inducdo de vezes de
A20 para E. rectale, R. hominis, FLA da E. rectale, FLAl da

R. hominis, EAVY9, FLA da SV1400 em relacdo aos controlos.

A Figura 11 mostra a Distribuicdo por Categoria de
Subsistema para R. hominis A2-183 como determinado por
RAST, mostrando os subsistemas funcionais e o numero de

genes em cada subcategoria.

A Figura 12 mostra a Distribuicdo por Categoria de
Subsistema para R. inulinivorans DSM 16841 A2-183 como
determinado por RAST, mostrando os subsistemas funcionais e

o nuUmero de genes em cada subcategoria.

A Figura 13 mostra a Distribuicdo por Categoria de
Subsistema para R. intestinalis L1-82 como determinado por
RAST, mostrando os subsistemas funcionais e o numero de

genes em cada subcategoria.

A Figura 14 mostra a Distribuicdo por Categoria de
Subsistema para R. intestinalis M50/1 como determinado por
RAST, mostrando os subsistemas funcionais e o nuUmero de

genes em cada subcategoria.

A Figura 15 mostra a Distribuicdo por Categoria de
Subsistema para FEubacterium rectale ATCC 33656 como
determinado por RAST, mostrando os subsistemas funcionais e

o0 numero de genes em cada subcategoria.
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A R. hominis coloniza preferencialmente o célon

Camundongos livres de germes (GF) C3H/HeN adultos saudaveis
foram inoculados com trés gavagens de R. hominis em dias
consecutivos. Foi atingida colonizacdo bem sucedida usando
um meio de inoculacdo contendo &cido ascdodrbico a 3% e
cisteina a 2% para proteger a Dbactéria da exposicdo a
oxigénio. Anadlise do tecido intestinal por hibridacdo in
situ por fluorescéncia (FISH) revelou que a R. hominis
colonizou tanto o 1leon como o cdlon, mas foi encontrada em
nimeros muito mais elevados no cdélon. As bactérias também
foram encontradas intimamente associadas a mucosa coldnica
(Fig. 1A). A colonizacdo foi adicionalmente validada e
quantificada por PCR usando iniciadores especificos de R.
hominis com numeros préximos de 1x101° bactérias/g de fezes
(Fig. 1B e 1C). As fezes de animais GF testaram negativas

para a presenca de qualguer bactéria.

O genoma de R. hominis revela genes uUnicos promotores de

interag¢des com o hospedeiro

A seguéncia completa do genoma de R. hominis A2-183 foi
elucidada (Fig. 2A) que estéd representada por um cromossoma
com 125 pb, 3,592 Unico (Fig. 2B). Anotacdo automatizada e
manual do genoma usando a plataforma RAST revelou a
presenca de quatro operdes ribossomais, 66 RNAs e 3.273
proteinas previstas. O maior grupo de genes pertencia a
Categoria de Subsistema Carboidratos (271 genes),
codificando proteinas envolvidas no metabolismo  dos
carboidratos, seguido por Metabolismo de Proteinas (197) e
Aminoacido e Derivados (175) (Fig. 2B). Outras categorias
funcionais importantes incluiram Motilidade e Quimiotaxia
(49) e Dorméncia e Esporulacdo (12). Anadlise gendmica

comparativa estabeleceu gque o parente mais préximo em
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termos de estrutura gendmica e funcdo entre o0s genomas
bacterianos completos é Eubacterium rectale (12), o que né&o
¢ surpreendente dada a prdéxima relacionacdo taxondmica
destes organismos (11, 13). Reconstrucdo comparativa destes
dois genomas com 1.095 genes revelou que estes diferiam por
aproximadamente 25% dos genes. Em particular, estas
diferencas englobavam genes codificando funcdes importantes
para interacdo com o hospedeiro. Por exemplo, 0s genes de
Motilidade e Quimiotaxia codificando proteinas de montagem
fimbrial do tipo IV PiIB e PiIC estavam presentes na E.
rectale mas ausentes na R. hominis enquanto a proteina da
haste do corpo basal flagelar FlgC, proteina do complexo
gancho-corpo basal flagelar F1liE, proteina flagelina FlaB e
proteina interruptora do motor flagelar F1liG eram unicas
para a R. hominis. 0Os dois genomas bacterianos também
diferiram por 42 genes de carboidratos, refletindo os seus

requerimentos nutricionais divergentes.

R. hominis responde ao ambiente intestinal por

sobrerregulag¢do dos genes de mobilizag¢do e quimiotaxia

Para determinar os genes expressos diferencialmente por R.
hominis em resposta a associacdo com o hospedeiro e dieta,
foi construido um microarranjo usando 6.000 fragmentos de
PCR da biblioteca de sequenciacdo de reduzido tamanho de
insercdo. Foi realizada wvalidacdo por PCR em tempo real
subsequente em 42 genes expressos diferencialmente que se
agrupam em regides especificas do genoma de R. hominis como
ilustrado na Fig. 2B. Para distinguir entre os efeitos do
ambiente intestinal e componentes dietéticos, o RNA
bacteriano foi isolado de quatro condicdes experimentais
diferentes: (i) in vivo, do cego de camundongos
monoassociados; (ii) iIn vitro, de bactérias crescidas em

meio cultural; (iii) in vitro, de bactérias crescidas na
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presenca de componentes dietéticos; e (iv) de Dbactérias

incubadas na superficie de células Caco-2 e HT-29

confluentes.
Cinquenta genes expressos diferencialmente foram
identificados (in vVivo VS. in vitro) (Fig. 3A) . A

descoberta mais surpreendente foi uma sobrerregulacédo
extremamente elevada in vivo de genes envolvidos na
transferéncia por conjugacdo/mobilizacdo, os genes do tipo
mobA e mobL (Fig. 3B). A presenca de tais genes nos estudos
transcripcionais foi surpreendente visto gue nenhum gene
identificédvel foi atribuido a Fagos, Profagos, Elementos
Transponiveis e Plasmideos na caracteristica da Categoria
de Subsistema. Este diferenca na detecdo e alocacdo de
genes ¢é provavelmente devida as limitacdes reconhecidas na
anotacdo de Categoria de Subsistema. O efeito estimulador
dos compostos dietéticos foi muito menos pronunciado,
sugerindo que o ambiente intestinal per se é um indutor
principal dos genes envolvidos na transferéncia de genes

horizontal.

Outros subsistemas induzidos pelo ambiente intestinal
incluiram Transporte através da Membrana, em particular o
transporte de magnésio, e Motilidade e Quimiotaxia
incluindo miltiplas proteinas de gquimiotaxia aceitadoras de
metilo e genes do operdo flagelar (Fig. 3C). R. hominis
possuil miltiplos genes de flagelina flaAl, flaA2, flaA3, e
flaB e, curiosamente, crescimento no ambiente intestinal de
camundongo promoveu a expressdo de flagelinas nesta
bactéria como visto por western-blotting de Dbactérias
isoladas de camundongos colonizados in vivo usando
anticorpos contra a flagelina especifica de R. hominis

(Fig. 3D). Isto é consistente com relatos prévios indicando
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que apenas certos subconjuntos de Firmicutes produzem

flagelos in vivo (14).

Ndo surpreendentemente, a expressdo de genes do metabolismo
catabdélico em R. hominis no ambiente intestinal foi
maioritariamente afetada pelos compostos dietéticos (Fig.
3E) . Os genes envolvidos incluiram acetil-CoA
acetiltransferase, 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase,
butiril-CoA desidrogenase e fosfoenolpiruvato carboxicinase
[ATP]. Apesar da regulacéado destes genes ser
maioritariamente conduzida pela dieta, no ultimo ponto de
recolha o efeito do hospedeiro também foi aparente.
Inesperadamente, o ambiente do hospedeiro infrarregulou
alguns genes participantes no metabolismo de substéncias
derivadas do hospedeiro tais como glucoronato, gue é comum

em cadeias de carboidratos dos proteoglicanos da mucosa.

Para investigar adicionalmente os efeitos da adaptacdo do
hospedeiro no transcriptoma de R. hominis, foi realizada
estimulacdo in vitro de células epiteliais intestinais
humanas (Caco-2 e HT-29). Isto mostrou gque o gene de
transferéncia por conjugacdo/mobilizacdo mobAlmobL proteina
1, que foi induzido por adaptacdo ao intestino do
camundongo, também estava aumentado em ambas as linhas de
células (Fig. 3F). Consistente com os dados in vivo, 0O gene
da flagelina MotA estava sobrerregulado em células Caco-2.
Os genes envolvidos no metabolismo do butirato mostraram
diferencas entre as duas linhas de células, com
infrarregulacdo vista nas células Caco-2 e sobrerregulacéo

nas células HT-29.
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R. hominis afeta as vias das células T principalmente no

cdlon

A colonizacéo de camundongos GF com R. hominis
correlacionou-se com aumento da expressdo de genes no
intestino que era mais elevada no cdélon. (Fig. 4A).
Expressdo diferencial foi mais profunda ao d28 apds
colonizacéo, com 159 genes sobrerregulados e 143
infrarregulados. 0 numero de genes exXpressos
diferencialmente no ileon ao dl4 era similar ao cdlon
ascendente, com 79 genes sobrerregulados e 119 genes
infrarregulados. Expressdo diferencial no ileon era muito
reduzida ao d28, consistente com niveis de colonizacédo
reduzidos. A resposta transcriptédmica diferiu nos dois
pontos temporais, como mostrado pela separacdo clara de
transcriptos significativos por andlise de mapa de calor
(Fig. 4B). A validacdo por PCR em tempo real de dados

Affymetrix é mostrada na Fig. 4C.

A maioria das vias afetadas ao dl4 no ileon e no cdlon
ascendentes agruparam-se nas categorias diferenciacdo de
células, regulacdo do ciclo celular e remodelacdo do
tecido. Importantemente, a resposta imune foi o principal
grupo de vias induzido ao d28 no cbélon ascendente. As 36
vias significativamente afetadas nesta categoria estavam
maioritariamente envolvidas na funcdo da célula T e
incluiram a via de sinalizacdo de IL-10, a wvia ICOS na
célula T auxiliar e regulacdo da funcgdo da célula T por
CTLA-4. 0Os genes envolvidos nestas vias mostraram tanto
sobrerregulacdo como infrarregulacdo, por 1isso, enguanto
estas vias foram significativamente afetadas pela presenca
de R. hominis, os efeitos funcionais ligquidos precisos na
diferenciacdo de célula T requer investigacdo adicional.

Contudo, IL-10, CD3g e IL-13 intensificadas e expressédo
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mudada de IFN-y foram confirmadas por PCR em tempo real
(Fig. 7), sugerindo que a colonizacdo por R. hominis pode
favorecer as vias de diferenciacdo de células Treg e Th2.
Foi aplicada anadlise de Ontologia Génica para obter
informacdo adicional sobre a classificacdo funcional de
genes regulados diferencialmente. O ©processo GO para
“polimerizacdo de actina” (GO:0030041) (Arpc3, Capg,
Cdc42ep5 e Rhoc) estava sobrerregulado ao d28 no cdlon em
camundongos colonizados com R. hominis (Fig. 8). A
polimerizacdo de actina na sinapse imune é requerida para a
ativacdo e funcédo efetora da célula T. A inducdo de genes
foi confirmada adicionalmente por PCR em tempo real (Fig.
4C) . No geral, estes dados indicam que a R. hominis afeta
ativamente a resposta imune adaptativa no cbdlon por

influenciar positivamente a regulacdo de células T.

Relacionada com estes resultados foi a inducdo de membros
da familia Ly6 no cbdlon ascendente. Em particular, o
produto génico de Lyé6géc ancorado a GPI estava
sobrerregulado 25 vezes, e o gene relacionado Lyé6gé6e estava
sobrerregulado 2 vezes ao d28. A maioria das células
hematopoiéticas expressam um ou mais membros da familia Ly6
incluindo neutrdfilos e células dendriticas plasmacitoides.
Adicionalmente, foi proposto um possivel papel de Ly6 na

ativacdo, diferenciacdo e maturacdo de células T (15).

A  imunocitoquimica confirmou a presenca aumentada de
células Ly6G", CDllb" e CD3' em camundongos colonizados com
R. hominis (Fig. 5). Consistente com os dados mostrando
vias de células T principalmente dominadas por respostas de
Treg, estava um aumento estatisticamente significativo de
células T duplamente positivas CD3* FoxP3* no cbélon de
camundongos inoculados com R. hominis. Claramente a

colonizacdo de R. hominis, como uma espécie Dbacteriana
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Unica, induziu um aumento significativo numa populacdo de
células CD3f FoxP37, particularmente no cbdlon destes

camundongos.

R. hominis modula os genes de resposta imune inata tanto no

ileo como no cdlon e atenua a colite em camundongos IL10KO

Os genes envolvidos na imunidade inata e funcdo de barreira
do intestino foram significativamente induzidos pela
presenca de R. hominis no cdlon ascendente. O processo GO
“regposta imune inata” (G0O:0045087) foi sobrerregulado e
incluiu os genes relacionados com TLR Tir5, Tlrl e Vnnl. A
sobrerreqgulacdo de TIlr5 foi interessante, particularmente
dada a inducdo correspondente de genes flagelares e a
presenca da proteina flagelina em R. hominis durante a
colonizacdo do intestino, e pode inferir um papel para esta
via de sinalizacdo inata na mediacdo de outras respostas
imunes inatas e adaptativas. O acoplamento entre a
sinalizacdo de TLR5 e as respostas das células T CD4* foi
recentemente demonstrado para patogénios flagelados (16).
Similarmente, mostrou-se o papel de TLR2 em facilitar a
colonizacdo de Bacteroide fragilis, propagacdo de Treg e

homeostasia imune (17).

Outros genes imunes inatos afetados no cdlon por R. hominis
incluiram os péptidos antimicrobianos Defb37, PlaZg3, Muclé
e Itln e o0s genes de funcdo de barreira do intestino
Sprrla, Cldn4, Pmp22, Crb3 e Magi3. 0Os genes imunes inatos
mostrando sobrerregulacdo no ileon em resposta a R. hominis
incluiram Defcr20, Pcgf2, Ltbp4, Igsf8§ e TcfeZa.
Curiosamente, o Pcgf2 regula negativamente a expressdo de
diferentes citocinas, quimiocinas, e recetores de
quimiocinas e pode desempenhar um papel importante no

controlo de respostas inflamatérias nos tecidos
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intestinais, em resposta a esta bactéria comensal.
Curiosamente, também mostrédmos regulacdo negativa da via de
NF-xB (G0:0043124) pela R. hominis, dque, tal como B.
thetaiotaomicron (19), pode contribuir para a homeostasia

imune por infrarregulacdo desta cascata inflamatodria.

0O modelo de camundongo knockout para IL-10 foi usado para
testar a eficédcia terapéutica de R. hominis, devido ao
controlo das vias inflamatdérias Dbem como aos efeitos
positivos na inducdo de Treg em camundongos monoassociados.
Os camundongos foram doseados (~50 uL, 101% CFU) trés vezes
por semana a partir do desmame ao d20 de idade durante um
periodo de 14 semanas. A expressdo de genes de um painel de
biomarcadores pré-inflamatdrios mostrou que camundongos IL-
10KO nédo tratados tiveram forte elevacdo de todos o0s genes
investigados em comparacdo com os camundongos do tipo
selvagem, com inducdo de genes variando de 4 a 49 vezes
(Fig. ©6A). A inducdo de genes prdé-inflamatdrios estava
significativamente mais reduzida em camundongos tratados
com R. hominis em comparacdo com ndo tratados, indicando
beneficios terapéuticos fortes da administracdo oral de R.
hominis. Os pesos corporais de animais tratados com R.
hominis também eram mais pesados no fim do estudo em
comparacdo com animais ndo tratados, e este efeito foi
estatisticamente significativo em machos (Fig.o6B) .
Finalmente, a andlise histoldgica mostrou a presenca de
inflamacdo severa no cbélon ascendente de IL-10KO né&o
tratados, enquanto animais tratados com R. hominis tinham

uma mucosa coldénica com aparéncia relativamente saudavel.
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A colonizagdo com R. hominis influencia os genes de

saciedade e a composigdo corporal

Também foram evidentes acgdes metabdlicas significativas de
R. hominis em camundongos monoassociados. 0Os processos GO
‘regulacdo negativa da resposta a alimentos’ (G0O:0032096),
‘regulacdo negativa do apetite’ (G0:0032099), e ‘regulacéo
da secrecdo de catecolaminas’ (G0:0050433) estavam todos
infrarregulados no célon ascendente apds colonizacdo com R.
hominis. Estes dados inferem que a R. hominis exerce um
efeito estimulador no apetite do hospedeiro. Os genes
envolvidos nestes processos foram Agt, Cartpt, Cck e
Cxcll2, com mudancas de vezes variando de 2 a 12 vezes. O
Cck, em particular, desempenha um papel principal na
digestdo e saciedade como um supressor de fome. O Gcg

também mostrou infrarregulacdo neste local do intestino.

Para estabelecer se estas mudancas (génicas tiveram
relevancia fisioldgica em relacdo a ingestdo de alimentos e
composicdo corporal, foram realizadas andlises do peso seco
da carcagca e composicdo. Curiosamente, o0s pesos secos da
carcaca de camundongos associados a R. hominis eram
significativamente mais pesados em comparacdo com animais
GF, e as diferencas eram mais discerniveis ao dl4. Anéalise
adicional da carcaca de lipidos mostrou gque a adiposidade
total também era significativamente mais elevada em animais
tratados com R. hominis ao dl4. Estes achados sé&o
consistentes com os dados recentes que revelam o papel dos
Firmicutes na colheita de energia através de fermentacéo
dietética, mas também apoia a nocdo gue as Dbactérias
intestinais podem de facto modular o eixo cérebro-inestino

e as hormonas reguladoras do apetite.
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Discusséo

A co-evolucdo a longo prazo do mutualismo hospedeiro-
micrdébio conduziu provavelmente a selecdo de espécies
bacterianas funcionalmente importantes no intestino, a
maioria das quais ndo estdo elevadamente representadas
noutros ecossistemas. Atualmente, existe informacéo
limitada no que diz respeito a contribuicdo de membros
individuais da comunidade microbiana para as funcgdes
intestinais, particularmente em relacdo ao desenvolvimento

do sistema imune da mucosa.

Trabalho recente usando um modelo de colonizacdo reversivel
baseado em E. coli (HA 107) demonstrou gue sdo requeridas
bactérias vivas em numeros préximos de 108 CFUs por grama
de contetdo para os efeitos indutores de imunidade em IgA
(20) . Recentemente, as funcdes especificas de SEFB e
Bacteroides fragilis foram investigadas no intestino do
camundongo para definir as suas contribuic¢des individuais
para a biologia da célula T e mostrou-se que ambas estas
bactérias sdo indutores potentes de células Tregs e Thl7
(5, 8, 9). Os efeitos de membros individuais dos Firmicutes
do Agrupamento XIVa ndo foram relatados previamente, apesar
de se ter notado a sua presenca na ASF que também afeta a

diferenciacdo de células T (10).

O requerente demonstrou agqui a primeira monoassociacdo bem
sucedida de intestino do camundongo livre de germes com uma
bactéria anaerdbia, R. hominis, que ¢ um membro do filo
Firmicutes. A  sensibilidade extrema ao oxigénio de
bactérias como Roseburia requer técnicas estritas de
cultura anaerdbia, tornando dificil realizar caracterizacéao
funcional. O requerente estabeleceu monocolonizacdo estavel

de R. hominis em camundongos livres de germes e produziu a
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sequéncia gendmica completa anotada para revelar a sua
organizacédo metabdlica, fisiologia, e propriedades
simbidticas. Descobriu-se que as respostas transcripcionais
de R. hominis apdbs colonizacdo podem ser atribuidas tanto
ao ambiente intestinal do hospedeiro como a dieta. Os
efeitos conduzidos pelo hospedeiro dominaram a resposta de
R. hominis na sequéncia da monoassociacdo. Estes incluiram
subsistemas de transferéncia de genes, transporte através
da membrana, quimiotaxia e motilidade. A forte
sobrerreqgulacdo dos genes envolvidos na transferéncia por
mobilizacdo apoia a perspectiva de que o ambiente
intestinal é altamente conducente a troca horizontal de
genes entre membros da microflora intestinal. Deste modo,
este ambiente ©pode acelerar a disseminacdo de genes
importantes para a sobrevivéncia bacteriana, colonizacdo e

funcdo no ecossistema intestinal.

O papel da motilidade e aparelho flagelar na colonizacgdo do
hospedeiro estd bem elaborado para bactérias patogénicas
mas muito menos é conhecido acerca do papel das proteinas
flagelares em bactérias comensais. Experiéncias 1in vivo
revelaram um efeito estimulador do ambiente intestinal do
hospedeiro na expressdo de genes de flagelina. Os sinais de
flagelina s&do recebidos pelos recetores TLRS5 do hospedeiro
(24) e muitas estruturas de flagelina patogénicas induzem
respostas pré-inflamatdrias fortes (24). A sinalizacéo
através de TLRS5 em resposta a por comensais flagelados
residentes pode ser importante para a homeostasia, wvisto
que a delecdo de TLRb resulta em colite espontdnea em
camundongos (25). A expressdo intensificada da flagelina de
R. hominis in vivo &, portanto, de interesse potencial.
Outro trabalho mostrou que os mutantes de flagelina de E.
coli tém uma vantagem de colonizacdo sobre as estirpes

flageladas do tipo selvagem, possivelmente devido a



35

auséncia de reconhecimento inato pela sinalizacdo TLRS (26,
27). O requerente mostrou que para certos Firmicutes, a
sobrerregulacdo de flagelina ¢é uma resposta natural a
colonizacdo do intestino. A ©proteina flagelina de R.
hominis permanece expressa in vivo e correlaciona-se com
colonizacdo sustentada, auséncia de inflamacdo evidente e
expansdo de células T de fendtipo regulador. Assim, as
estruturas comensais de flagelina através de TLR5 podem
ajudar a dirigir respostas de tolerdncia imune. Dados
adicionais baseados em TLR5KO e mutantes de flagelina de R.
hominis irdo adicionalmente clarificar a importédncia de
flagelinas comensais em relacdo a homeostasia imune mas o
efeito protetor observado de R. hominis em camundongos IL-
10KO apoia esta hipdbtese, apesar de outras fracdes de
sinalizacdo tal como butirato também possam contribuir para

a regulacdo imune.

Foi estabelecido um papel claro para R. hominis na promocao
da funcdo de Dbarreira do intestino e imunidade inata no
cdlon de camundongo. Juncdes apertadas, juncdes de hiato e
juncdes aderentes operam para limitar a translocacéo
bacteriana para a camada subepitelial (28). Tanto a doenca
de Crohn como a colite ulcerosa s&o caracterizadas por
perda da funcdo de Dbarreira e integridade da Jjuncéo
apertada. Curiosamente, a disbiose da microflora do
intestino na IBD estd associada a uma reducdo dos
Firmicutes (1, 29). A observacdo de que a R. hominis
intensifica ativamente a expressdo dos genes Dbarreira
sugere que a sSua perda em pacientes com IBD pode ser
funcionalmente significativa. A ativacgdo de complexos de
juncdo apertada ndo € apenas prerrogativo de R. hominis;
outros comensails, talis como Bacteroides thetaliotaomicron e

Lactobacillus acidophilus, também intensificam a funcéo
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barreira da mucosa (18, 30), inferindo oportunidades

probidticas com estas bactérias na IBD humana.

Os efeitos de R. hominis no sistema imune do intestino
foram intrigantes. Os efeitos mais fortes foram notados no
cdlon ascendente e o0s genes tais como Lyé6g6c estavam
fortemente sobrerregulados, bem como as vias envolvidas na
regulacdo e diferenciacdo das células T e polimerizacédo de
actina na sinapse 1imune, as quais estdo implicadas na
ativacdo de células T e funcbdes efetoras. Apesar de a
expressdo de genes de Treg em resposta a colonizacdo com R.
hominis ndo ser muito forte, as wvias das células T mais
afetadas incluiram aquelas relacionadas com IL-10, ICOS e
CTLA-4, que estéo todas envolvidas no apoio da
diferenciacdo de Treg. Importantemente, o requerente foi
capaz de demonstrar aumentos significativos nas células
CD3'FoxP3" nos cblones deste camundongos. Estes achados
complementam 0s dados recentes noutras espécies de
Clostridium que conduzem a diferenciacdo Treg. Claramente,
R. hominis pode promover expansdo de células T na mucosa e

tem impacto na diferenciacdo de células T.

Foi interessante notar que estes efeitos imunes fortes no
cdélon em comparacdo com o ileon, especialmente ao d28 apds
monocolonizacdo com R. hominis. Os dados transcriptédmicos
ao dl4 sugerem que alguma iniciacdo pode ser iniciada no
ileon neste ponto temporal. Os efeitos nos diferentes
subconjuntos de células T no cédlon ascendente ao d28 podem
deste modo refletir um tréafego e alojamento de células do

ileon para o linfonodo mesentérico para o cdlon.

Um interessante efeito bioldgico adicional da colonizacédo
com R. hominis foi a regulacdo de genes influenciadores de

respostas a alimentos e controlo do apetite. Em particular,
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as hormonas de saciedade Cck e Gcg estavam
significativamente reduzidas. Os efeitos da Cck na ingestéo
de alimentos sdo mediados através da via aferente vagal.
Esta é a principal via neural através da qual a informacéo
acerca dos nutrientes ingeridos atinge o sistema nervoso
central para influenciar tanto a funcdo intestinal como o
comportamento alimentar. A Cck atua no sistema vagal para
diminuir a expressdo de moléculas que estimulam o apetite e
alimentacdo, e para aumentar a expressdo de moléculas dque
inibem a alimentacdo e diminuem o apetite (NpyZ2r e Cartpt,
ambas infrarreguladas duas vezes no estudo atual). Ndo foi
relatado nenhuma ligacdo entre Cck, Gcg e as bactérias
comensais até agora, contudo, tanto os &cidos gordo como as
proteinas s&do potentes indutores de Ckk e Gcg (31). R.
hominis produz &cidos gordos de cadeira curta tais como
butirato com caudas alifdticas de menos de seis carbonos;
foi relatado que esta atividade metabdlica reduz o efeito
estimulador na Cck plasmdtica, observado com &cidos gordo
de cadeia mais longa (32). Curiosamente, a anédlise do peso
da carcaca revelou que tanto o peso corporal como O
contetido em lipidos estava de facto significativamente
aumentado com R. hominis, consistente com os aumentos do
peso corporal observados em convencionalizacéo de
camundongos livres de germes (33). Resta saber se este é& um
efeito direto da reducdo nas hormonas de saciedade como
visto no estudo atual, visto que o envolvimento de Cck e
Gcg ndo foi relatado previamente. Contudo, ¢ importante
reconhecer que j& foi mostrada previamente uma ligacéo
entre a colonizacdo com microflora e a colheita de energia
da dieta, em parte através da libertacdo de SCFAs (34).
Dado que R. hominis é um produtor de butirato principal,
este mecanismo provavelmente também contribui para a
eficiéncia metabdlica observada apds tratamento com R.

hominis.
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Em resumo, a monoassociacdo do intestino murino com R.
hominis induziu eventos de expressdo génica bidirecional
consistentes com mudancas no transporte bacteriano através
de membrana, quimiotaxia e motilidade desta Dbactéria
adaptada ao intestino e wuma ativacdo concomitante dos
sistemas 1imunes inato e adaptativo do hospedeiro. Esta
bactéria metabolicamente ativa também exerce efeitos
importantes nos genes de apetite e saciedade que se
correlacionaram com ganho de peso corporal intensificado em

camundongos colonizados.

Composicdes

Outro aspeto da invencdo refere-se a uma composicdo
compreendendo uma espécie bacteriana como descrito acima e
um excipiente, transportador ou diluente farmaceuticamente
aceitavel. Excipientes, diluentes, transportadores

adequados sdo descritos acima.

A composicdo  pode ser qualqguer composicéao, mas é
preferencialmente uma composicdo para ser administrada
oralmente, entericamente ou por via rectal. Por exemplo, a
composicdo pode ser uma composicdo comestivel. “Comestivel”
significa um material que estd aprovado para consumo humano

ou animal.

Outro aspeto da invencdo refere-se a uma composicéo
probidtica compreendendo uma espécie bacteriana como

descrito acima.

Como usado aqui, o termo “probidtico” significa preparacdes
celulares microbianas ou componentes de células microbianas
com um efeito benéfico na satde ou bem-estar do hospedeiro.

(Salminen S, Ouwehand A. Benno Y. et al. “Probiotics: how
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should they be defined" Trends Food Sci. Technol. 1999: 10
107-10).

Preferencialmente, a composicdo probidtica é uma composicéo
administréavel oralmente de bactérias probidticas
metabolicamente ativas, 1.e., vivas e/ou liofilizadas, ou
invidveis mortas por calor, irradiadas ou 1lisadas. A
composicdo probidtica pode conter outros ingredientes. A
composicdo probidtica da invencdo pode ser administrada
oralmente, i.e., na forma de um comprimido, cépsula ou pbd.
Produtos encapsulados sdo favorecidos para R. hominis visto
que é um anaerdbio. Outros ingredientes (tais como vitamina
C, por exemplo), podem ser incluidos como seqgquestrantes de
oxigénio. Substratos prebidticos como estes melhoram a
colonizacdo e sobrevivéncia in vivo. Alternativamente, a
composicdo probidtica da invencdo pode ser administrada
oralmente como um alimento ou produto nutricional, tal como
leite ou produtos lacteos fermentados a base de soro de

leite, ou como um produto farmacéutico.

Uma dose didria adequada das bactérias probidticas & desde
cerca de 1x103 até cerca de 1x1011 unidades de formacdo de
coldénias (CFU), mais preferencialmente desde cerca de 1x107
até cerca de 1x101® CFU, mais preferencialmente, desde

cerca de 1x10° até cerca de 1x101° CFU.

Numa forma de realizacdo preferencial, a composicdo contém
a espécie bacteriana e/ou seus componentes celulares, como
ingredientes ativos, numa quantidade de desde cerca de
1x10° até cerca de 1x10!! CFU/g, no que diz respeito ao peso
da composicdo, preferencialmente desde cerca de 1x10°% até

cerca de 1x10' CFU/g. A dose pode ser de 1 g, 3 g, 5 g e 10
g.
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Tipicamente, um probidtico ¢é opcionalmente combinado com
pelo menos um composto prebidtico adequado. Um prebidbtico é
habitualmente um carboidrato ndo digerivel tal como um
oligo ou polissacarideo, ou um alcool de aclcar, gque nado é
degradado ou absorvido no trato digestivo superior.
Prebidticos conhecidos incluem produtos comerciais tais

como inulina e transgalacto-oligossacarideos.

Preferencialmente, a composicdo da presente invencdo inclui
um prebidtico numa quantidade de desde cerca de 1 até cerca
de 30% por peso, no que diz respeito a composicdo do peso
total, preferencialmente desde 5 a 20% por  peso.
Carboidratos preferenciais sdo selecionados de: fruto-
oligossacarideos (ou FOS), fruto-oligossacarideos de cadeia
curta, inulina, isomalto-oligossacarideos, pectinas, xilo-
oligossacarideos (ou X0S), quitosano-oligossacarideos (ou
C0S), beta-glucanos, goma arabica modificada e amidos
resistentes, polidextrose, D-tagatose, fibras de acécia,
alfarroba, aveia, e fibras de <citrinos. Prebidticos
particularmente preferenciais sdo os fruto-oligossacarideos
de cadeia curta (pela simplicidade mostrada adiante como
FOSs-c.c); os FOSs-c.c. referidos s&o carboidratos né&o
digeriveis, geralmente obtidos pela conversdo do aclUcar de
beterraba e incluindo uma molécula de sacarose a gqual estédo

ligadas trés moléculas de glicose.

Ragdes/produtos

Um aspeto adicional da invencdo refere-se a produtos
alimentares, suplementos dietéticos, nutracéuticos,
férmulas nutricionais, bebidas e medicamentos contendo uma

espécie bacteriana como definido acima, e seu uso.

Numa forma de realizacdo preferencial, a composicédo

compreende adicionalmente pelo menos um outro tipo de
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bactéria de outro grau alimentar, em que a bactéria de
outro grau de comida ¢é preferencialmente selecionada de um
grupo que consiste em bactérias de 4cido léactico,

bifidobactérias, propionibactérias ou suas misturas.

Um aspeto da invencdo relaciona-se com um produto alimentar
compreendendo a espécie bacteriana definida acima. O termo
“produto alimentar” pretende cobrir todos os produtos
consumiveis que podem ser sdélidos, gelatinosos ou liquidos.
Produtos alimentares adequados podem incluir, por exemplo,
produtos alimentares funcionais, composicdes alimentares,
alimentos para animais de estimacdo, alimentacdo para gado,
alimentos saudéveis, racbdes e similares. Numa forma de
realizacdo preferencial, o produto alimentar é um alimento

saudavel.

Como usado aqui, o termo “produto alimentar funcional”
significa alimento que é capaz de proporcionar ndo apenas
um efeito nutricional, mas é também capaz de proporcionar
um efeito benéfico adicional ao consumidor. Conformemente,
alimentos funcionais séo alimentos comuns que tém
componentes ou ingredientes (tais como agqueles aqui
descritos) incorporados em si que transmitem aos alimentos
um efeito funcional especifico - p.ex., beneficio médico ou

fisioldgico - além de um puramente nutricional.

Exemplos de produtos alimentares especificos que sé&o
aplicédveis a presente invencdo incluem produtos a base de
leite, sobremesas prontas a comer, pds para reconstituicéo
com, p.ex., leite ou agua, bebidas de leite com chocolate,
bebidas de malte, pratos prontos a comer, pratos ou bebidas
instanténeos para humanos ou composicdes alimentares
representando uma dieta completa ou parcial destinada a

animais de estimacdo ou gado.
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Numa forma de realizacdo preferencial, a composicdo de
acordo com a presente invencdo ¢é um produto alimentar
destinado a humanos, animais de estimacdo ou gado. A
composicdo pode ser destinada a animais selecionados do
grupo que consiste em cdes, gatos, porcos, gado bovino,
cavalos, cabras, ovelhas ou aves. Numa forma de realizacédo
preferencial, a composicdo é um produto alimentar destinado

a espécies adultas, em particular adultos humanos.

Na presente invencédo, “produto a base de leite” significa
qualguer produto a base de leite ou soro de leite liquido
ou semissélido que tem um contetdo de gordura varidvel. O
produto a base de leite pode ser, p.ex., leite de vaca,
leite de cabra, 1leite de ovelha, 1leite desnatado, leite
gordo, leite recombinado de leite em pd e soro de leite sem
qualgquer processamento, ou um produto processado, tal como
iogurte, leite coalhado, coalho, leite azedo, leite gordo
azedo, leitelho e outros produtos de leite azedo. Outro
grupo importante inclui bebidas de leite, tais como bebidas
de soro de leite, leites fermentados, leites condensados,
leites para recém-nascidos ou bebés; leites com sabor,

gelado; alimentos contendo leite tal como doces.

Um aspeto da invencdo refere-se a uma racdo ou alimentacédo

de animal compreendo a espécie bacteriana definida acima.

As composicdes da presente invencdo podem ser - ou podem
ser adicionadas a - suplementos alimentares, também
referidos aqui como suplementos dietéticos ou nutricionais.
Deste modo, outro aspeto da invencdo refere-se a um
suplemento dietético ou aditivo alimentar compreendendo uma

ou mais estirpes bacterianas de acordo com a invencéo.

As espécies bacterianas e composicdes probidticas de acordo

com a invencdo também podem ser usadas em nutricdo animal
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(p.ex. em nutricdo de porco), particularmente no periodo de
desaleitamento precoce e periodo de engorda. Espera-se que
0s probidticos reforcem a funcdo imune, reduzam e previnam
doencas infecciosas, alterem beneficamente a composicdo da
microflora, e melhorem o crescimento e desempenho de
animais, por exemplo, através de eficiéncia aumentada de

conversdo alimentar.

Diluentes, excipientes e transportadores

Como mencionado acima, a invencdo também se refere a
composicdes, mais preferencialmente composicdes
farmacéuticas ou suplementos nutricionais, compreendendo as
espécies bacterianas definidas acima, e seu uso. A espécie
bacteriana ¢ geralmente administrada em mistura com um
transportador, excipiente ou diluente farmaceuticamente ou
nutricionalmente aceitével, particularmente para terapia
humana. As composicdes farmacéuticas podem ser para uso

humano ou animal em medicina humana ou veterindria.

Exemplos de tais excipientes adequados para as varias
formas diferentes de composicdes farmacéuticas aqui
descritas podem ser encontradas no Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 2% Edicdo, (1994), Editado por A
Wade e PJ Weller.

Transportadores ou diluentes aceitaveis para uso
terapéutico s&do bem conhecidos na técnica farmacéutica, e
sdo descritos, por exemplo, em Remington’s pharmaceutical

Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985).

Exemplos de transportadores adequados incluem lactose,

amido, glicose, celulose de metilo, estearato de magnésio,
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manitol, sorbitol e similares. Exemplos de diluentes

adequados incluem etanol, glicerol e agua.

A escolha do transportador, excipiente ou diluente
farmacéutico pode ser selecionada no que diz respeito a via
de administracdo pretendida e préatica farmacéutica padréio.
As composicdes farmacéuticas podem compreender como, Ou em

adicdo ao, transportador, excipiente ou diluente quaisquer

ligando (s), lubrificante (s), agente (s) de suspenséo,
agente(s) de revestimento, agente(s) de solubilizacéo
adequados.

Exemplos de ligandos adequados incluem amido, gelatina,
acucares naturais tais como glicose, lactose anidra,
lactose de fluxo livre, beta-lactose, adocantes de milho,
gomas naturais e sintéticas, tais como acacia, tragacanto
ou alginato de soédio, celulose de carboximetilo e

polietileno glicol.

Exemplos de lubrificantes adequados incluem oleato de
sédio, estearato de sbédio, estearato de magnésio, benzoato

de sédio, acetato de sdédio, cloreto de sdédio e similares.

Conservantes, estabilizadores, corantes e até agentes
aromatizantes podem ser fornecidos na composicéo
farmacéutica. Exemplos de conservantes incluem benzoato de
sbébdio, &cido sdérbico e ésteres de &cido p-hidroxibenzoico.
Também podem ser usados antioxidantes e agentes de

suspensao.

Transportadores, diluentes e excipientes nutricionalmente
aceitadveis incluem agqueles adequados para consumo humano ou
animal e que s&do usados como padrdo na industria alimentar.

Transportadores, diluentes e excipientes nutricionalmente
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aceitdveis tipicos serdo familiares para um perito na

técnica.

Administracao

As composicdes da presente invencdo podem ser adaptadas
para vias de administracéo oral, rectal, vaginal,
parentérica, intramuscular, intraperitoneal, intra-
arterial, intratecal, intrabronquial, subcuténea,
intradérmica, intravenosa, nasal, bucal ou sublingual.
Preferencialmente, as composicdes da presente invencédo
estdo adaptadas para vias de administracdo oral, rectal,

vaginal, parentérica, nasal, bucal ou sublingual.

Para administracdo oral, é¢ feito uso particular de
comprimidos prensados, pilulas, comprimidos, cépsulas

gelatinosas, gotas e cépsulas.

Outras formas de administracdo compreendem solucdes ou
emulsdes que podem ser injetadas intravenosamente, intra-
arterialmente, intratecalmente, subcutaneamente,
intradermicamente, intraperitonealmente ou
intramuscularmente, e que sdo preparadas a partir de
solucdes estéreis ou esterilizéveis. As composicbes
farmacéuticas da presente invencdo também podem ser na
forma de supositdrios, pessirios, suspensdes, emulsdes,
locdes, pomadas, cremes, géis, sprays, solucdes ou pds para

polvilhar.

Um meio alternativo de administracdo transdérmica & pelo
uso de um adesivo para a pele. Por exemplo, o ingrediente
ativo pode ser incorporado num creme consistindo numa
emulsdo aquosa de polietileno glicdis ou parafina ligquida.

A estirpe Dbacteriana também pode ser incorporada numa
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pomada consistindo numa cera branca ou base de parafina
mole branca junto com quantos estabilizadores e

conservantes quanto forem necessédrios.

As composicdes podem ser formuladas na forma de dosagem
unitaria, i.e., na forma de porcdes discretas contendo uma
dose unitéria, ou um multiplo ou subunidade de uma dose

unitéaria.

Dosagem

Um perito ordindrio na técnica pode determinar facilmente
uma dose apropriada de uma das composicdes instanténeas
para administrar a um sujeito sem experimentacdo indevida.
Tipicamente, um médico determinard a dosagem real que seré
mais adequada para um paciente individual e dependera de
uma variedade de fatores incluindo a atividade da estirpe
bacteriana empregada especifica, a estabilidade metabdlica
e extensdo de acdo dessa estirpe, a idade, peso corporal,
saude geral, sexo, dieta, modo e tempo de administracéo,
taxa de excrecdo, combinacdo de fArmacos, a severidade da
condicdo particular, e o individuo submetido a terapia. As
dosagens aqui divulgadas sdo exemplares do caso médio.
Podem obviamente existir casos individuais onde intervalos
de dosagem maior ou menor sdo merecidos, e esses estédo

dentro do admbito desta invencéo.

A dose diaria efetiva habitual em humanos é desde cerca de
1x10° até cerca de 1x10!!, mais preferencialmente, desde
cerca de 1x107 até cerca de 1x1011, ainda mais
preferencialmente, desde cerca 1x10° até cerca de 1x1010

CFU.
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Combinacdes

Numa forma de realizacdo particularmente preferencial, as
composicdes da invencdo sdo administradas em combinacdo com
um ou mais outros agentes ativos. Em tais casos, as
composicdes da invencéo podem ser administradas
consecutivamente, simultaneamente ou sequencialmente com ou

mais outros agentes ativos.

A presente invencdo é adicionalmente descrita por meio dos

seguintes exemplos ndo limitativos.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

Condicdes de crescimento bacteriano

R. hominis A2-183T (=DSM 16839T=NCIMB 14029T) foi crescida
anaerobicamente em meios YCFA sintético ou M2GSC complexo.
A cultura foi inoculada a partir de stock congelado em
tubos Hungate e incubada durante a noite a 37 °C. As
bactérias foram crescidas em placas de agar M2GSC durante
48h numa estacdo de trabalho anaerdébia MACS-MG-1000 (Don
Whitley Scientific) sob Nz a 80%, COz a 10%, and Hz a 10% a
37 °C. O efeito da mucina foi investigado pela adicdo de
mucina de estémago porcino do tipo III a 0,5% (p/v) (Sigma-

Aldrich) ao meio YCFA.

Para a colonizacdo de camundongos livres de germes, R.
hominis foi crescida em meio YCFA durante a noite a 37 °C.
A cultura foi centrifugada e o sedimento foi ressuspenso em
um mL de meio YCFA, suplementado com cisteina a 2% (p/v,

Sigma-Aldrich) e &acido ascdérbico a 3% (p/v, Sigma-Aldrich).
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Experiéncias em animais

Experiéncias em animais livres de germes foram realizadas
no criatério de roedores gnotobidticos INRA em Jouy-en-
Josas (plataforma ANAXEM, Institut Micalis, INRA, Jouy-en-
Josas, Franca). Todas as experiéncias em animais foram
aprovadas pelo comité de ética local. Dezoito camundongos
machos C3H/HeN livres de germes foram alocados nos grupos
de controlo (N=8) e tratamento (N=10) e enjaulados
individualmente em isoladores de pléstico. 0Os camundongos
foram alimentados ad Ilibitum com uma dieta comercial
esterilizada (R03-40; UAR). Ao dia 0, foram dados 100 uL de
uma cultura de R. hominis aos animais no grupo de
tratamento por gavagem, enquanto foram dados 100 pL de meio
YCFA aos animais de controlo. Aos dias 14 e 28, quatro
animais de controlo e cinco animais tratados com R. hominis
foram sacrificados. As experiéncias C57/BL6 IL-10KO foram
realizadas no Rowett Institute of Nutrition and Health
(Aberdeen, Escédcia, RU). Camundongos do tipo selvagem
(N=8), IL-10KO (N=12) e IL-10KO + R. hominis (N=11) foram
analisados 14 semanas apdés o 1inicio da experiéncia.
Resumidamente, a R. hominis foi administrada 3 vezes por

semana a 109 CFU/dia.

0O 1ileon, cdélon ascendente e cbdlon descendente foram

divididos em gquatro partes iguais e transferidos para

RNAlater (Ambion), formalina tamponada neutra (Sigma-
Aldrich) ou azoto liquido. O <cego inteiro e <cdlon
transverso foram transferidos para RNAlater. A

histopatologia também foi avaliada nos camundongos IL-10KO.
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Experiéncias em culturas de tecido

Todos 0s reagentes de cultura de células, salvo
especificacdo em contrario, foram fornecidos pela Sigma-
Aldrich. 2x10° células Caco-2 ou HT29 em 1,5 mL de meio
DMEM (alto teor de glicose, HEPES) suplementado com soro
bovino fetal inativado pelo calor (Gibco), penicilina,
estreptomicina, anfotericina B e L-glutamina foram semeadas
nos compartimentos superiores de um placa Transwell de seis
pocos (Corning). Os compartimentos inferiores continham 3,0
mL do mesmo meio. As células foram incubadas a 37 °C numa
atmosfera com CO; a 5% até 3 dias apds a confluéncia,
lavadas com solucdo de Hank para remover antibidéticos e FCS
e reduzidas em DMEM suplementado com L-glutamina, selenito
de sdédio e transferrina durante 24h sem antibidéticos. As
insercdes Transwell foram depois transferidas para uma
caixa de cultura anaerdbia na estacdo de trabalho anaerdbia
a 37 °C. O compartimento superior de cada insercdo foi
preenchido com meio celular DMEM anaerdbio, enquanto o

compartimento inferior foi preenchido com DMEM oxigenado.

R. hominis A2-183 foi colhida na fase exponencial por
centrifugacdo a 3.500xg durante 5 min. O sedimento foi
lavado e ressuspenso em 0,8 mL de DMEM anaerdbio. Cem
microlitros de suspensdo bacteriana (108 CFU/mL) foram
adicionados aos pocgos experimentais. 0Os pogos de controlo
receberam a mesma quantidade de meio sem células
bacterianas. 0 controlo adicional incluiu células

bacterianas incubadas sem células Caco-2 ou HT29.

Célula Dbacterianas e eucaridéticas foram colhidas apds
incubacdo de 2h e 4h. Tanto as bactérias ndo aderentes como
as aderentes foram aspiradas e armazenadas em RNAlater. A

viabilidade das células R. hominis foi testada por
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plagqueamento em placas YCFA. As células Caco-2 ou células
HT29 foram colhidas dos pocos e também armazenadas em

RNAlater.

Construgdo da biblioteca de R. hominis

DNA cromossdémico de R. hominis para construcdo de
biblioteca de tamanho reduzido e pirossequenciacdo foi
isolado usando o UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit
(Mo Bio Laboratories Inc) e DNA de elevado peso molecular
para bibliotecas de fosmideos foi isolado usando um estojo
Wizard Genomic DNA Purification (Promega). A integridade do

DNA foi confirmada por eletroforese em gel.

O DNA foi mecanicamente cortado usando um estojo Nebulizar
(Invitrogen) e fracionado por eletroforese em gel. Os
fragmentos de DNA do tamanho desejado foram excisados do
gel e purificados usando um Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up
System (Pormega). A reparacdo das extremidades foi feita
com um DNA Terminator End Repair Kit (Lucigen). Fragmentos
de 1,5-3,5 kb foram clonados usando um estojo CloneSmart®
LCAmp (Lucigen) e uma biblioteca de 4-8 kb foi construida
usando o vetor pJAZZ®-0C (Lucigen). Foram construidas
bibliotecas de fosmideos wusando o CopyControl™ Fosmid
Library Production Kit (Epicentre Biotechnologies). As
coldénias foram selecionadas usando um selecionador de
coldénias automatizado (BioRobotics BioPick, Genomic
Solutions) e arquivadas em placas de microtitulacdo de 384
pocos contendo 70 puL de meio 2xLB suplementado com glicerol
a 10% e antibidético correspondente. As células foram
crescidas durante a noite a 36 °C com agitacdo e

armazenadas a -80 °C.
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Sequenciagdo, montagem, e anotagdo

Modelos para a sequenciacdo de bibliotecas de tamanho
reduzido foram gerados por PCR usando um pL de biomassa de
clone e iniciadores SL1 e SR2 circundando o local de
clonizacdo de pSMART-LCAmp. Os produtos de PCR foram
purificados wusando placas de filtracdo Multiscreen PCR
Clean-up (Millipore). O DNA recombinante dos clones de
pJAZZ®-0C foi isolado usando o Wizard® SV 96 Plasmid DNA
Purification System (Promega). O DNA de fosmideo foi
isolado usando o) FosmidMAX™ DNA Purification Kit
(Epicentre). As extremidades dos fragmentos de DNA das
bibliotecas WGS de R. hominis com diferentes tamanhos de
insercdo foram obtidas usando sequenciadores de DNA CEQ8000
(Beckman Coulter) e ABI 3770 (Applied Biosystems). O DNA
genémico de R. hominis também foi sequenciado usando
sequenciadores 454 GS20 (454 Life Sciences) e 454 FLX
(Roche). 0Os dados de Sanger e 454 foram recolhidos com a

versdo 3 de MIRA (http://chevreux.org/projects mira.html;

(35)). A conduta de anotacdo RAST (http://rast.nmpdr.org;
(36)) foi usada para anotacdo automadtica e manual do genoma
e ©para anadlises gendmicas comparativas. A sequéncia

gendémica anotada de R. hominis A2-183 foi submetida ao

GenBank sob o numero de acesso CP003040.

Analises por microarranjos

Microarranjo bacteriano

O RNA bacteriano foi isolado a partir de contetidos do cego
de camundongos usando o) estojo RNeasy mini, e
adicionalmente ©processado com o estojo MICROBEnrich™
(Ambion), o estojo de enriquecimento de mRNA bacteriano

MICROBRExpress™ (Ambion), e o estojo de amplificacdo de RNA
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bacteriano MessageAmp™ II (Applied Biosystems). O RNA foi
marcado com ou dCTP-Cy3 ou dCTP-Cy5 durante a sintese de
cDNA (estojo de marcacdo CyScribe First Strand cDNA;
Amersham) . Os produtos marcados foram purificados usando o
estojo de purificacdo CyScribe GFX (Amersham). Os produtos
de PCR amplificados a partir de 6.000 clones na biblioteca
RA8 foram dispostos em duplicado em lédminas de microscédpio
revestidas com aminosilano (Corning) usando um MicroGrid II
TAS (BioRobotics). Fragmentos amplificados dos genes
housekeeping rpoD e gyrA foram distribuidos aleatoriamente
na matriz como controlos. A hibridacdo de microarranjos por
realizada na estacdo de  hibridacdo GeneTAC (Genomic
Solutions). A marcacdo de corante foi trocada por uma
segunda hibidrizacdo, e uma purificacdo de RNA separada foi
também marcada e hibridizada duas vezes, para assegurar
reprodutibilidade e para obter resultados estatisticamente
significativos. No total, quatro laminas foram hibridizadas
para cada comparacdo, para um total de 12 pontos de
hibridacdo por clone amplificado. A fluorescéncia foi
medida em dois canais usando um GeneTAC LS IB (Genomic
Solutions) com o software GeneTac Integrator versdo 3.0.1.
As intensidades dos locais foram transformadas em logaritmo
e foi aplicada normalizacdo de Loess para remover
diferencas na marcacdo de sondas e eficiéncias de
hibridacdo. Testes t de uma amostra foram usados nos
valores de razdo log para testar para expressdo
diferencial. O0s dados foram considerados significativos

quando mudanca de vezes>2 e P<0,05.

Andlise por microarranjo de camundongo

Foi removido tecido de ileon e célon ascendente do RNAlater
e lisado em Trizol (Invitrogen). O RNA foi isolado usando
passos de clorofdédrmio:isopropanol padrdo. O RNA total foi

adicionalmente purificado com o estojo RNeasy (Qiagen),
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incluindo um passo de digestdo com DNase I isenta de RNase
(Qiagen). A integridade do RNA foi determinada usando o
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). O RNA
total foi processado em cRNA marcado com biotina usando um
One-Cycle Target Labeling Kit (Affymetrix). Foi realizada
hibridacdo para o GeneChip Mouse Genome Array (Affymetrix)
num GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix) no Institute
of Medical Sciences Microarray Core Facility (University of
Aberdeen, RU). Os chips foram rastreados com um Affymetrix
GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix). A anédlise de qualidade
de imagem foi realizada wusando o Gene Chip Operating
Software (GCOS) (Affymetrix). Foi realizada anédlise de
dados adicional com os pacotes de software gratuitamente
disponiveis R (http://r-project.orq) e Bioconductor
(http://www.bioconductor.org). O teste de F moderado
proporcionado pelo Bioconductor package limma foi wusado
para testar para expressdo diferencial. O0s dados foram
considerados significativos quando P<0,05 usando o método
de falsas descobertas de Benjamini e Hochberg. Foi
realizada andlise estatistica separadamente para cada um
dos dois tempos temporais. Todos 0SS genes expressos
diferencialmente (P>0,05) foram importados para o software
analitico MetaCore (GeneGo, St Joseph, MI) para gerar mapas
de vias. Andlise de enriquecimento de vias integrada foi
realizada usando vias candénicas baseadas em conhecimento e
vias metabdlicas enddégenas. A classificacdo das vias
integradas relevantes foil baseada em valores p calculados
usando distribuicéo hipergeométrica. Os valores P
representaram a probabilidade de um dado numero de genes da
lista introduzida corresponder a um certo numero de genes
no mapa por acaso, considerando os numeros de genes na
experiéncia versus © nUmero de genes no mapa no conjunto

completo de todos 0s genes em mapas.
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Interpretacdo funcional dos dados baseada em Ontologia
Génica (GO) foi realizada usando DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov), uma versdo expandida do
programa original acessivel na rede (37). Transcriptos
significativamente diferentes (P<0,05) foram alocados na
categoria GO “Processo Bioldgico” para descobrir padrdes de
expressdo de genes significativamente enriquecidos para

termos de GO especificos.

Os dados dos microarranjos foram submetidos ao National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression
Omnibus (ntmero de acesso GSE25544;

http://ncbi.nlm.nih.gov/geo) .

Analise por RT-PCR

Os iniciadores de PCR bacterianos foram desenhados usando a
ferramenta on-line Primer3Plus (38) e adquiridos da Sigma-
Aldrich. A anédlises por PCR em tempo real foi realizada
usando um 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) com o Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). A PCR foi realizada como se segue: um ciclo a
95 °C durante 10 min, seguido por 40 ciclos a 95 °C durante
15 seg e 60 °C durante 1 min, acabando com um passo de
dissociacéo. Todas as amostras foram corridas em
triplicado. Foi usado GyrA como um gene de referéncia para

normalizacdo devido a sua reduzida variacdo entre amostras.

Para expressdo de genes do hospedeiro, 2 ug de RNA
eucaridtico total isolado do ileon e cdélon ascendente foi
transcrito reversamente em cDNA usando o High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) com
iniciadores aleatdérios. Foi realizada andlise por PCR em
tempo real wusando um 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) com o Quantifast SYBR Green PCR Kit
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(Qiagen) e QuantiTect Primer Assays (Qiagen). As condicdes
de ciclizacdo de PCR foram como se segue: um ciclo a 95 °C
durante 5 min, seguido por 40 ciclos a 95 °C durante 10 s e
a 60 °C durante 30 s, acabando com um passo de dissociacédo.
Todas as amostras foram corridas em triplicado. O Hprt foi
selecionado como um gene de referéncia para normalizacéo
devido a sua reduzida variacdo entre amostras. Todos os
dados de RT-PCR foram analisados numa escala logaritmica
com base 2 pelo teste t de Student permitindo wvariédncias
desiguais com um limiar de significédncia de P<0,05. As
diferencas foram retransformadas para calcular as mudancas

de vezes.

Western blot

Anticorpos policlonais de coelho imunopurificados contra a
Fla?2 de Roseburia hominis foram produzidos como descrito em
Duck et al. (39). Em suma, coelhos fémeas brancos New
Zealand foram imunizados com péptido sintético em adjuvante
de Freund completo e impulsionado diversas vezes. Foram
usados péptido 261-275 (C-AQYNDDAKSVLEILK-COOH) e péptido
58-71 (C-GLNKASRNSQDGIS-CONH2) para fla2 de R. hominis.
Apbdés imunizacdo, os anticorpos foram purificados numa
coluna de imuncafinidade preparada por acoplamento de

péptidos a 1 mL de esférulas de sefarose ativadas.

Para o western blot, o0s contetdos intestinais do cdbdlon
ascendente foram suspensos em tampdo laemmli contendo ureia
a 8M. A biomassa de R. hominis (controlo positivo) foi
diluida no mesmo tampdo. Trinta uL de cada amostra foram
carregados em pocos de um gel Bis-Tris a 4-12% NuPAGE®
Novex® (Invitrogen) e submetidos a eletroforese, seguido
por processamento adicional usando o WesternBreeze

Chemiluminescent Immunodetection System (Invitrogen). O
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anticorpo contra Fla2 foi diluido a 1:1000 em diluente de
anticorpo e incubado durante a noite a 4 °C, seguido por 1h
a temperatura ambiente com anticoelho conjugado com
fosfatase alcalina. A detecdo foi atingida usando o sistema

de imagem Fuji LAS3000.

Peso corporal seco e anadlise da carcag¢a de lipidos

A carcaca de camundongo eviscerado foi pesada, liofilizada
para peso constante e depois moida para andlise. O contetdo
em lipidos foi determinado por extracdo (1:100 p/v) com
cloroférmio/metanol (2:1 v/v) como descrito previamente

(40) .

Analise por FISH

Foi realizada anédlise por FISH em seccdes de tecido
intestinal usando uma prova bacteriana Eub338 e uma prova

especifica de R. hominis A2-183 recentemente desenhada.

Os tecidos fixados em formalina tamponada neutra foram
incorporados em Technovit 8100 (Heraeus Kulzer). Seccdes de
dois microns foram cortadas usando um micrétomo rotacional
(Leica/Reichert Autocut). Foram tiradas 3 seccdes por
ldmina a 100 um, 200 pm e 300 um no tecido, resultando em

nove secg¢bdes por animal.

As lé&minas foram desidratadas por incubacdo consecutiva em
etanol a 50% (v/v), 80% e 96% e secas a temperatura
ambiente. As provas de FISH de rRNA 16S usadas foram uma
prova bacteriana geral Eub338 (GCTGCCTCCCGTAGGAGT; Cy3) e
uma prova especifica de R. hominis A2-183 recentemente
desenhada (GTACATTACATACTCTGTCAGTG; FITC), que foi

extensivamente testada para especificidade contra um painel
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de isolados bacterianos intestinais. Foi aplicada prova de
dez microlitros (30 ng/mL) em 100 pL de tampdo de
hibridacdo a amostra desidratada e incubada a temperatura
especifica de prova. As laminas foram lavadas em tampédo de
lavagem a 50°C durante 30 min, mergulhadas em &gua gelada
para remover tampdo de lavagem residual e secas sob fluxo
de ar comprimido. Foi realizada contracoloragdo 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories Inc) e as
laminas foram montadas com Vectashield Mounting Medium para
fluorescéncia (Vector Laboratories 1Inc) ©para prevenir
desbotamento. As bactérias foram visualizadas usando um

microscépio de fluorescéncia Leica DM RBE (Leitz GMBH) e

fotografado com uma camara Penguin 600CL (Pixera) e
software Viewfinder 3.0 (Studio Lite). Imagens de elevada
ampliacéo (63x) foram recuperadas usando um sistema

Apochromatics (Leica).

Imunofluorescéncia

A imunolocalizacdo de marcadores de células T foi examinada
em criosseccdes (8 um). As seccdes foram fixadas ou em
metanol pré-arrefecido durante 30 min a -20 °C (Lye6G FITC,
CD3 FITC, CDllb FITC, todos a 1:50 (BD Biosciences)), ou,
para as FoxP3 duplamente marcadas (1:500, Abcam) com CD3
FITC (1:100, BD Biosciences) fixadas em paraformaldeido a 1
% (PFA) durante 2 min a temperatura ambiente seguido por 3
min em Triton X em PBS a 0,01%. Todas as seccdes foram
bloqueadas com BSA a 10% (Sigma) contendo soros pré-imunes
relevantes em PBS a 10% (pH 7,4). Tecidos fixados em
metanol foram incubados com anticorpos primédrios durante 1
h a temperatura ambiente. Seccdes fixadas em PFA foram
incubadas durante a noite a 4 °C. FoxP3 foi visualizada
usando Alexa goat anti rabbit 594 (1:1000, Molecular

Probes). As seccgdes foram contramarcadas com DAPI e
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montadas com Vectashield (Vector Laboratories). Para
quantificacdo das células positivas, um minimo de cinco
campos de visualizacdo de cada seccdo de camundongo foi
examinado, usando o software de imagem e as configuracdes

do microscdédpio descritas acima.

Histologia

As amostras de tecido foram fixadas durante trés horas em
fixante de Carnoy (etanol a 60% (v/v), clorofdédrmio a 30%
(v/v) e &cido acético glacial a 10% (v/v)) a temperatura
ambiente com agitacéo constante. As amostras foram
transferidas para etanol a 70% e armazenadas a temperatura
ambiente até orientadas para seccéo transversa e
incorporadas em resina de vulcanizacdo a frio wusando
Technovit 8100 (Heraeus Kulzer) de acordo com as instrucdes
do fabricante. 0O tecido incorporado foi montado em
Histoblocs usando Technovit 3040 (Heraeus Kulzer). Seccdes
de quatro microns foram cortadas usando um micrdétomo
rotacional (Leica Autocut) equipado com uma faca de vidro
(TAAB Laboratories Equipment Ltd.). As secc¢des de tecido
foram corada usando métodos de hematoxilina/eosina padrdo e
examinadas com um microscdpio Zeiss Axioskop equipado com
objetivas de 10x e 20x. Foram tiradas imagens usando uma

camara Qlmaging e software Image Pro Plus.

Comparagdo de genomas de espécies e estirpes relacionadas

com Roseburia

O Requerente produziu uma sequéncia completa de genoma de
R. hominis A2-183, que é representado por um cromossoma com
125 bp, 3,592 Unico. Anotacdo automatizada e manual do
genoma usando a plataforma RAST revelou a presenca de

quatro operdes ribossomais, 66 RNAs e 3.273 proteinas
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previstas. A Distribuicdo por Categoria de Subsistema para
R. hominis A2-183, R. lnulinivorans DSM 16841, R.
intestinalis L1-82, R. intestinalis M50/1 e FEubacterium
rectale  ATCC 33656 é mostrada nas Figuras 11-15

respetivamente.

Esta informacdo ilustra as diferencas no numero de genes
(apresentados entre paréntesis) em cada subsistema
funcional. Estes genes sdo muito importantes na mediacdo da
resposta do hospedeiro a cada Dbactéria individual.
Importantemente, estes genes sdo diferentes, tanto em
numero como em funcdo, entre as varias estirpes. Os

resultados estdo resumidos abaixo:

R. hominis A2-183

Parede Celular e Cépsula (57)
Transporte através da Membrana (24)
Motilidade e Quimiotaxia (49)
Regulacdo e Sinalizacdo da célula (16)
Dorméncia e Esporulacdo (12)

Carboidratos (271)

E. rectale ATCC 33656

Parede Celular e Céapsula (41)
Transporte através da Membrana (13)
Motilidade e Quimiotaxia (16)
Regulacdo e Sinalizacdo da célula (9)
Dorméncia e Esporulacido (6)

Carboidratos (172)

R. intestinalis L1-82
Parede Celular e Cépsula (35)
Transporte através da Membrana (36)

Motilidade e Quimiotaxia (15)
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Regulacdo e Sinalizacdo da célula (10)

Dorméncia e Esporulacdo (17)

R. intestinalis M50/1

Parede Celular e Capsula (28)
Transporte através da Membrana (37)
Motilidade e Quimiotaxia (17)
Regulacédo e Sinalizacdo da célula (10)
Dorméncia e Esporulacédo (17)

Carboidratos (201)

R. inulinovorans DSM 16841

Parede Celular e Cépsula (69)
Transporte através da Membrana (26)
Motilidade e Quimiotaxia (14)
Regulacdo e Sinalizacdo da célula (9)
Dorméncia e Esporulacdo (17)

Carboidratos (160)

Percentagem da identidade de sequéncia de >3000 genes
encontrada em contig 1 destaca a diferenga entre o genoma
bacteriano de R. hominis e o bacteriano de E. rectale, R.

intestinalis e R. inulinivorans

As comparacdes foram feitas entre os genomas de varias
espécies de Roseburia e a espécies relacionada FEubacterium

rectale, o parente mais préximo de R. hominis.

Genoma de referéncia de R. hominis 585394.12
Genoma de E. rectale ATCC336556 515619.3

R. intestinalis L1-82166486.4

R. intestinalis M50/1166486.5

R. inulinovorans DSM16841 622312.3
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A percentagem de identidade de genes potenciais entre os
varios genomas de Roseburia varia desde 0% até cerca de 920%
da sequéncia de identidade. Muitos genes sdo hipotéticos e
variam entre as estirpes. Estdo presentes grandes numeros
de genes nos genomas de R. hominis que estdo ausentes nos

genomas de outras espécies de Roseburia.

Roseburia hominis tem 924 genes gue ndo sdo encontrados nos
outros genomas de outras espécies de Roseburia (identidade
de 0%), indicando que quase 25% do seu genoma é Unico para
R. hominis. Também a reduzida homologia entre os outros
genes (<10-70%) indica que ¢é provavel que as funcdes de

muitos outros genes também difiram.

A informacdo proporciona evidéncias convincente de que
estas bactérias sdo muito diferentes numa perspetiva de
genoma e funcional, e ndo podem ser agrupadas para além da
sua relacdo filogenética, que é geralmente baseada no gene
conservado ribossomal 16S que & uma parte conservada de DNA
procaridtico encontrado em todas as bactérias. As
sequéncias do gene <rRNA 16S sdo usadas para filogenia

bacteriana e estudos de taxonomia (marcador genético

partilhado) .

Funcionalidade em relagcdo a resposta e imunidade do

hospedeiro é especifica da estirpe bacteriana

A figura 9 ilustra a comparacdo dos dados de expressio
génica destas trés estirpes de bactérias do Agrupamento
XIVa (Firmicutes), nomeadamente Roseburia hominis, E.
rectale e Roseburia intestinalis. 0Os dados indicam os
numeros de genes tnicos expressos pelas estirpes
bacterianas filogeneticamente relacionadas apdbds exposicdo a

células epiteliais humanas. A  expressdo génica foi
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determinada pelo uso de microarranjos humanos Affymetrix
contendo 56.000 genes. Este diferenca reflete as diferencas
nos seus genomas respetivos. [Estas experiéncias sé&o
similares aquelas descritas noutro local na especificacéo
usando microarranjos de camundongo, mas usando
microarranjos humanos]. O GeneChip® Human Genome U133 Plus
2.0 Array ¢é o primeiro e mais abrangente ensaio de
expressdo de genoma humano completo. O microarranjo
Affymetrix GeneChip® Human Genome Ul33 Plus 2.0 Array (HG-
U133 Plus 2.0) compreende 1.300.000 caracteristicas unicas
de oligonucledétidos cobrindo mais de 47.000 transcriptos e
variantes, que, por sua vez, representam aproximadamente
39.000 dos genes humanos melhor caracterizados. As linhas
de células usadas para avaliar as respostas de sinalizacédo
induzidas por bactérias comensais diferentes incluem as
células Caco-2 e células HT-29 da linha de células do cdélon
humano e bactérias incluindo R. hominis, E. rectale e R.
intestinalis quando comparadas com Salmonella enteritidis,

um patogénio entérico.

Diferencas funcionais nas bactérias do Agrupamento XIVa -

comparagdo entre R. hominis e E. rectale

A figura 10 mostra que a Roseburia hominis induz A20, um
regulador negativo da sinalizacdo NF-xB atividade anti-
inflamatdéria potente enquanto outras estirpes bacterianas
ndo tém efeito. A fracdo da flagelina da Roseburia hominis
também induz A20 ao contrdrio daquela da FEubacterium

rectale, uma bactéria relacionada.

Reagentes de cultura de células, salvo se especificacido em
contrario, foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. As linhas
de células Caco-2 (ECACC Cat No. 860102002) e HT29 (ATCC)
cultivadas em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
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suplementado com Soro Bovino Fetal a 10% (FBS) (Gibco, RU),
L-glutamina a 200 mM e antibidéticos/antimicdéticos a 1%
foram semeados em placas Transwell de seis pocos (Corning).
As células foram incubadas a 37 °C numa atmosfera de CO:z a
5% até 3 dias apds confluéncia, lavadas com solucdo de
Hanks para remover os antibidéticos e FBS e reduzidas para
DMEM suplementado com L-glutamina, selenito de sdédio e
transferrina durante 24h sem antibidticos. As insercdes de
Transwell foram depois transferidas para uma caixa de
cultura anaerdbia numa estacdo de trabalho anaerdbia a 37
°C. O compartimento superior de cada insercdo foi
preenchido com meio celular DMEM anaerdbio, enquanto o

compartimento inferior foi preenchido com DMEM oxigenado.

Roseburia hominis A2-183 e E. rectale ATCC336556 em meios
de cultura YCFA e M2 padrdo e Salmonella enteric do
serotipo enteritidis cultivada em caldo de LB foram
colhidas em fase exponencial por centrifugacdo a 3.500xg
durante 5 min. O sedimento foi lavado e ressuspenso em DMEM
anaerdébio. Cem microlitros de suspensdo bacteriana (108
CFU/mL) foram adicionados a pogos experimentais. 0s pocos
de controlo receberam a mesma quantidade de meio sem
células bacterianas. O controlo adicional incluiu células

bacterianas incubadas sem células Caco-2 ou HT-29.

Células bacterianas e -eucaridticas foram colhidas apds
incubacdo de 2h e 4h. Tanto bactérias ndo aderentes como
aderentes foram aspiradas e armazenadas em RNAlater. As
células Caco-2 e HT-29 foram colhidas dos pocos e também

armazenadas em RNAlater.
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Ensaio da Luciferase para determinagcdo da expressdao do gene

da luciferase A20

O reagente de transfecdo Fugene® 6 (Roche, RU) foi usado
para a transfecdo de células HT-29 com os plasmideos
carregando o gene repdrter da luciferase sob o controlo do
promotor A20 pLuc-A20 e pLuc-A20A NF-xB (mutado em 3
nucledétidos na regido promotora A20) e o gene repdrter de
GFP sob o controlo do promotor A20 pCAGGS-GFP1A20 e pLuc-
GL2\NF-xB. Apdbdés 48 h, as células foram estimuladas com
bactérias vivas R. hominis, E. rectale e S. enteritidis
flagelinas recombinantes; S. enteritidis e R. hominis (Fla
1) (100 ng/mL) durante 9, 12 e 24 h. As flagelinas
recombinantes foram geradas usando sequéncias de
comprimento total clonadas em vetores apropriados e
expressas em E. coli JM109, BL21 e Rosetta. As atividades
da luciferase (Pirilampo - f - Luc e renilla - r - Luc)
foram determinadas usando o sistema de ensaio da luciferase
Dual-Glo® (Promega, RU) e um Envision 2102 Multilabel
Reader. A atividade relativa do repdrter de luciferase foi

obtida por normalizacdo para controlo renilla.

Diversas modificacdes e variacdes dos aspetos descritos da
invencdo serdo aparentes para aqueles peritos na técnica
sem se afastar do ambito e espirito da invencdo. Embora a
invencdo tenha sido descrita em conexdo com formas de
realizacdo preferenciais especificas, deve ser entendido
que a invencdo como reivindicada nédo deve ser indevidamente
limitada a tais formas de realizacdo especificas. De facto,
diversas modificacdes dos modos descritos de levar a cabo a
invencdo, que sdo &ébvios para aqueles peritos nos campos
relevantes, destinam-se a estar no ambito das

reivindicacbes seguintes.
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<210> 1
<211> 15
<212> PRT

<213> Roseburia hominis

<400> 1

Ala Gln Tyr Asn Asp Asp Ala Lys Ser Val Leu Glu Ile Leu Lys
i B 10 15

<210> 2
<211> 14
<212> PRT

<213> Roseburia hominis

<400> 2

Bly Leu Asn Lys Ala Ser Arg Asn Ser $ln Asp Gly Ile Ser
i 5 10

<210> 3
<211> 18
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Prova bacteriana geral Eub338
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<400> 3
gctgcctcce gtaggagt 18

<210> 4
<211> 23
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Prova especifica para Roseburia hominis A2-183

<400> 4
gtacattaca tactctgtca gtg 23
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1.

REIVINDICACOES

A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso em

medicina.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo a espécie
bacteriana Roseburia hominis e um excipiente,

transportador ou diluente farmaceuticamente aceitével.

Um suplemento nutricional compreendendo a espécie
bacteriana Roseburia hominis e um excipiente,

transportador ou diluente farmaceuticamente aceitéavel.

Uma composicdo probidtica compreendendo a espécie

bacteriana Roseburia hominis.

Uma racdo, produto alimentar, suplemento dietético,
suplemento nutricional ou aditivo alimentar

compreendendo a espécie bacteriana Roseburia hominis.

A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso de
acordo com a revindicacdo 1 em gque a espécie
bacteriana é para uso na regulacdo do sistema imune de

um sujeito.

o))

A  espécie bacteriana para uso de acordo com

revindicacdo 6 em que a regulacdo do sistema imune é

o))

regulacdo do sistema imune adaptativo de um sujeito.

A  espécie bacteriana para uso de acordo com a
revindicacdo 6 em que a regulacdo do sistema imune ¢ a

regulacdo do sistema imune inato de um sujeito.



9. A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso de
acordo com a revindicagdo 1 em gque a espécie
bacteriana ¢ para uso na manutencdo da homeostasia

imune num sujeito.

10. A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso
de acordo com a vrevindicacdo 1 em que a espécie
bacteriana é para uso no tratamento de um disturbio

imune num sujeito.

11. A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso
de acordo com a reivindicacdo 10, em gque o disturbio
imune ¢é selecionado de <colite wulcerosa, bolsite,
outras condicdes autoimunes incluindo artrite
reumatdide, psoriase, esclerose multipla, alergias

incluindo doenca celiaca, dermatite atdpica e rinite.

12. A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso
de acordo com a reivindicacdo 1 em que a espécie
bacteriana é para uso no tratamento de um disturbio
selecionado de um disttirbio inflamatdério, um distirbio

imune e um distirbio intestinal num sujeito.

13. A espécie Dbacteriana para uso de acordo com
reivindicacdo 12, em que o disturbio é selecionado de
sindrome do intestino irritéavel (IBS), disturbio
inflamatdério do intestino (IBD), incluindo doenca de
Crohn e colite ulcerosa, bolsite, dispepsia funcional,
obstipacdo funcional, diarreia funcional (incluindo
diarreia associada a antibidéticos, diarreia do
viajante e diarreia pedidtrica), dor abdominal
funcional, meteorismo funcional, Sindrome da Dor
Epigastrica, Sindrome da Irritabilidade Pés-prandial,

doenca do refluxo gastrointestinal (GERD), doencas



autoimunes tails como diabetes, artrite, esclerose
maltipla e psoriase, alergias, doencas atébpicas,
p.ex., dermatite atdépica, enterocolite necrotisante,

outras infecdes e suas combinacdes.

14. A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso
de acordo com a reivindicacdo 1 em que a espécie
bacteriana ¢é para uso na melhoria da microflora

intestinal num sujeito.

15. A espécie bacteriana Roseburia hominis para uso
de acordo com a reivindicacdo 1 em que a espécie
bacteriana é para uso na promocdo da saude intestinal

num sujeito.

16. A espécie Dbacteriana Roseburia hominis para uso
de acordo com a reivindicacdo 1 em que a espécie
bacteriana é para uso na promocdo de células Treg e
mecanismos de tolerédncia no sistema imune de um

sujeito.

17. A espécie Dbacteriana para uso de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 16, em que a

espécie bacteriana:

(i) regula a inducdo e/ou expressdo de pelo menos um
gene de mobilizacédo ou quimiotaxia, mais
preferencialmente sobrerregulando a expressdo de um
gene selecionado de MobA e MobL; ou

(ii) regula pelo menos um gene selecionado de FlaAl,
Flaz, FlaA3, e FlaB; ou

(ii1) regula a expressdo de pelo menos um dos
seguintes: acetil-CoA acetiltransferase, 3-

hidroxiacil-CoA desidrogenase, butiril-CoA



desidrogenase, subunidade beta da flavoproteina de
transferéncia de eletrdes, subunidade alfa da
flavoproteina de transferéncia de eletrdes; ou

(iv) infrarregula a expressdo de pelo menos um gene
selecionado de Agt, Cartpt, Cck, Cxcll2 e Gcg; ou

(v) ativa pelo menos um gene de resposta imune no
cdlon ou ileon; ou

(vi) ativa a resposta imune adaptativa pela regulacédo
da inducdo e/ou expressdo de genes associados a
regulacdo de células T; ou

(vii) sobrerregula a expressdo de pelo menos um gene
selecionado de Lyégé6c e Lybgbe no cbdlon ascendente; ou
(viii) regula a expressdo de pelo menos um gene
selecionado de TIr5, Tirl, Vnnl, Defb37, PlaZg, Muclé,
Itin, Sprrla, CCldn4, Pmp22, Crb3, Mag3, Marveld3,
Mpp7, Defcr20, Pcgf2, Ltbp4, Igsf8 e Tcfela.

18. A espécie Dbacteriana para uso de acordo com
qualgquer uma das reivindicacbdes 1 a 17, em gue o

sujeito é um mamifero, preferencialmente um humano.

19. Um processo para producdo de uma composSicgédo
farmacéutica de acordo com a revindicacéo 2,
compreendendo o processo referido mistura da espécie
bacteriana Roseburia hominis com um excipiente,

transportador ou diluente farmaceuticamente aceitéavel.

20. Um processo para producdo de um suplemento
nutricional de acordo com a revindicacéao 3,
compreendendo o processo referido mistura da espécie
bacteriana Roseburia hominis com um excipiente,

transportador ou diluente nutricionalmente aceitével.

Lisboa, 6 de junho de 2016
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