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“USO DE LACTOBACILLUS PARACASEI CBA L74 PARA A PREPARACAO
DE UMA COMPOSICAO PARA TRATAR DOENCA CELIACA”

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS DE PATENTE CORRELATOS

[0001] Este pedido de patente reivindica o beneficio de prioridade deste,
referente a data de depdsito, ao Pedido de Patente U.S. Provisorio N2 61/661 105,
depositado em 18 de junho de 2012, e ao Pedido de Patente U.S. Provisorio N2 61/725
693, depositado em 13 de novembro de 2012. Para fins de qualquer pedido de patente
U.S. que possa vir a reivindicar o beneficio de prioridade deste ao Pedido de Patente
U.S. Provisorio No. 61/661 105 e ao Pedido de Patente U.S. Provisorio N2 61/725 693,
os conteudos daqueles pedidos de patente depositados antes s&o aqui incorporados,
em sua totalidade, por referéncia neste pedido de patente.

CAMPO DA INVENCAO

[0002] A presente invengdo refere-se a organismos probidticos e a
composi¢gbes compreendendo metabolitos produzidos por organismos probidticos.
Essas composi¢cbes sdo uteis para o tratamento de transtornos relacionados ao
gluten, por exemplo, doenga celiaca.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0003] O gluten e polipeptideos relacionados ao gluten sdo encontrados em
muitos graos de cereais, incluindo trigo, centeio e de cevada. Para individuos com
transtornos relacionados ao gluten como doencga celiaca e sensibilidade ao gluten, o
consumo de alimentos contendo gluten pode ter consequéncias graves a saude de
longa duragdo. A doenga celiaca € um transtorno autoimune do intestino delgado que
€ desencadeado pelo consumo de gluten em pessoas com predisposicdo genética.
Certos fragmentos do gluten (“gliadinas”) estimulam uma resposta imune que danifica
permanentemente o intestino delgado e impede a absorgédo de nutrientes. A doenga
celiaca pode apresentar-se com um amplo espectro de sintomas. Os mais comuns

incluem diarreia cronica, distensao abdominal, perda de peso e déficit de crescimento
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(em criangas). A doenga celiaca pode também se associar com anemia por deficiéncia
de ferro, osteoporose, baixa estatura, artrite, infertilidade, neuropatia periférica e
insuficiéncia hepatica. Os pacientes com doencga celiaca também estdo em risco
aumentado para certos tipos de canceres, como carcinomas do intestino delgado e
linfoma ndo Hodgkin. Estima-se que a incidéncia da doenga celiaca em populagbes
de ascendéncia europeia é entre 0,5 e 1,5%. A incidéncia esta crescendo tanto nos
Estados Unidos como na Europa, além de na Asia, onde, em parte, se deve a adocao
de padrdes dietéticos ocidentalizados. A doenga celiaca é diagnosticada tipicamente
na primeira infancia ou durante a infancia, embora os numeros de diagnosticos feitos
na idade adulta estejam também se elevando. Atualmente, ndo ha cura para a doenga
celiaca, e o tratamento padrdo € uma restricado durante toda a vida a uma dieta sem
gluten.

[0004] A sensibilidade ao gluten € menos bem caracterizada do que a doenga
celiaca. Manifesta-se com muitos dos mesmos sintomas, porém nao inclui o dano ao
intestino delgado. O diagnostico tende a ser feito basicamente por critérios de
exclusdo, e os sintomas melhoram uma vez o paciente seja posto em uma dieta sem
gluten.

[0005] A aderéncia a uma dieta sem gluten requer evitar rigorosamente
produtos a base de trigo, centeio e de cevada. Isso pode representar um desafio,
dado, muitas vezes, as informagcbes na rotulagem acerca do teor de gluten de
alimentos serem insuficientes; a oportunidade para contaminagdo durante o
processamento e preparo de alimentos, especialmente para aqueles alimentos
preparados fora de casa; a carga financeira de produtos livres de gluten e a forga
necessaria para a aderéncia estrita. A aderéncia pode também ser afetada pelo
acesso a educacao e ao aconselhamento, pelo apoio familiar e social e por fatores
psicologicos. Além do mais, a obediéncia estrita a uma dieta sem gluten pode resultar

em deficiéncias de micronutrientes. Tais deficiéncias, especialmente nas vitaminas B
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(vitamina B6, vitamina B12 e acido folico) e em certos elementos tragos, por exemplo,
ferro, zinco e de cobre, podem levar a problemas potencialmente significativos a
saude, especialmente em criangas. Ha uma necessidade continua de agentes
terapéuticos para o tratamento de transtornos relacionados ao gluten.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[0006] A presente invencao prové composi¢cdes compreendendo um ou mais
metabalitos produzido pelo Lactobacillus paracasei CBA L74, Numero de Acesso do
Depositario Internacional LMG P-24778. Os metabdlitos podem reduzir a toxicidade
de peptideos de gliadina em um individuo portador de um transtorno relacionado ao
gluten. Os metabdlitos, que s&do substancialmente estaveis a temperaturas acima das
temperaturas fisiolégicas padrao, reduzem a entrada na célula de peptideos de
gliadina. O peptideo de gliadina pode variar e incluir peptideos que abrangem um ou
mais epitopos reconhecidos pelas células T, por exemplo, P57-68, e peptideos que
sao reconhecidos pelo sistema imune inato, por exemplo, P31-43. Os peptideos
exemplares incluem peptideos de a-gliadina, por exemplo, peptideos com uma
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo constituido por
LGQQQPFPPQQPY (SEQ ID NO: 1); QLQPFPQPQLPY (SEQ ID NO: 2);
LGQQQPFPPQQPYPQPQPF (SEQ ID NO: 3); e
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 4). Em algumas
modalidades, os metabdlitos sdo parcial ou substancialmente livres células do
Lactobacillus paracasei CBA L74, Numero de Acesso do Depositario Internacional
LMG P-24778. As composigdes podem também incluir um veiculo fisiologicamente
aceitavel, por exemplo, um produto alimentar ou um veiculo farmacéutico.

[0007] Adicionalmente, sdo providos métodos para tratar um individuo
portador de um transtorno relacionado ao gluten, o método compreendendo identificar
um individuo com necessidade de tratamento e administrar uma quantidade eficaz de

uma composicdo compreendendo um metabdlito produzido pelo Lactobacillus
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paracasei CBA L74, Numero de Acesso do Depositario Internacional LMG P-24778,
em que o metabdlito reduz a toxicidade de peptideos de gliadina. Os métodos e as
composi¢cdes sdo uteis para o tratamento de qualquer transtorno relacionado ao
gluten, inclusive doenga celiaca, abrangendo os varios subtipos, por exemplo, doenca
celiaca classica, doenca celiaca atipica, doencga celiaca latente e doenca celiaca
silenciosa, dermatite herpetiforme, ataxia por gluten e sensibilidade ao gluten. Os
métodos e as composigdes podem ser administrados juntamente com terapias padrao
para transtornos relacionados ao gluten, por exemplo, terapias dietéticas.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS

[0008] Estas e outras caracteristicas e vantagens da presente invengéo seréo
mais integralmente reveladas, ou tornadas obvias, na descri¢do detalhada a seguir da
modalidade preferida da invencdo, a qual devera ser considerada junto com os
desenhos que a acompanham, em que numeros iguais referem-se a partes iguais e
adicionalmente em que:

[0009] A Figura 1 € uma analise do efeito de Lactobacillus paracasei, cepa
CBA L74 sobre a entrada de P31-43"ss em células CaCo2.

[0010] A Figura 2 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito de diferentes concentragdes de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a
entrada de P31-43"s em células CaCo2.

[0011] A Figura 3 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito de diferentes concentragdes de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a
entrada de 57-68"ss em células CaCo2.

[0012] A Figura 4 € uma analise do efeito do DNA de Lactobacillus paracasei,
cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-43'ss em células CaCo2.

[0013] A Figura 5a € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de

P31-43'"ss em células CaCo2. A Figura 5b é uma analise do efeito do sobrenadante de
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Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-43"ss em células
CaCo2.

[0014] A Figura 6a € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de
P57-68"ss em células CaCo2. Figura 6b € uma analise do efeito do sobrenadante de
Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P57-68"sS em células
CaCo2.

[0015] A Figura 7a € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do tratamento pelo calor do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA
L74 sobre a entrada de P31-43/ss em células CaCo2. A Figura 7b é uma analise do
efeito do tratamento pelo calor do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA
L74 sobre a entrada de P31-43'ss em células CaCo2.

[0016] A Figura 8 € uma analise do efeito do sobrenadante de Lactobacillus
paracasei, cepa CBA L74 proveniente de arroz fermentado sobre a entrada de P31-
43lss em células CaCo2.

[0017] A Figura 9 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 proveniente de
arroz fermentado e de aveia fermentada sobre a entrada de P31-43"ss em células
CaCo2.

[0018] A Figura 10 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 proveniente de
arroz fermentado e de aveia fermentada sobre a entrada de Dextran-Texas Red em
células CaCo2.

[0019] A Figura 11 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do sobrenadante de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de
EGF conjugado a Alexa Fluor® em células CaCo2.

[0020] A Figura 12 é uma analise do efeito do sobrenadante de Lactobacillus
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paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de EGF conjugado a Alexa Fluor® em
células CaCo2.

[0021] As Figuras 13a, 13b, 13c e 13d sdo uma analise do efeito do
Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-43"ss em células
CaCo2. A Figura 13a mostra células controle ndo tratadas. A Figura 13b mostra
células Caco2 tratadas com 10* cfu/ml de L. paracasei CBA L74. A Figura 13c mostra
células Caco2 tratadas com 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74. A Figura 13d mostra
células Caco2 tratadas com 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74.

[0022] A Figura 14 é um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito de diferentes concentragdes de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a
entrada de P31-43"s em células CaCo2.

[0023] As Figuras 15a, 15b, 15c e 15d sdo uma analise do efeito do
Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P57-68"sS em células
CaCo2. A Figura 15a mostra células controle ndo tratadas. A Figura 15b mostra
células Caco2 tratadas com 10* cfu/ml de L. paracasei CBA L74. A Figura 15¢c mostra
células Caco2 tratadas com 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74. A Figura 15d mostra
células Caco2 tratadas com 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74.

[0024] A Figura 16 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito de diferentes concentragdes de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a
entrada de P57-68"ss em células CaCo2.

[0025] A Figura 17 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74, 108 cfu/ml, sobre a entrada de P31-
43liss @ P57-68's em células CaCo2.

[0026] As Figuras 18a, 18b e 18c s&o uma analise do efeito do sobrenadante
de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-43'ss em células
CaCo2. A Figura 18a mostra células controle ndo tratadas. A Figura 18b mostra

células Caco2 tratadas com 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74. A Figura 18c mostra
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células Caco2 tratadas com o sobrenadante coletado de 108 cfu/ml de L. paracasei
CBA L74.

[0027] A Figura 19 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito de células de L. paracasei, cepa CBA L74 e do sobrenadante de L. paracasei,
cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-43'ss em células CaCo2.

[0028] As Figuras 20a, 20b e 20c s&o uma analise do efeito do sobrenadante
de L. paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P57-68"ss em células Caco2. A
Figura 20a mostra células controle ndo tratadas. A Figura 20b mostra células Caco2
tratadas com 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74. A Figura 20c mostra células Caco2
tratadas com o sobrenadante coletado de 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74.

[0029] A Figura 21 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito de células de L. paracasei, cepa CBA L74 e do sobrenadante de L. paracasei,
cepa CBA L74 sobre a entrada de P57-68"ss em células Caco2.

[0030] As Figuras 22a e 22b s&o uma analise do efeito do sobrenadante de L.
paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de EGF-Alexa 488 em células Caco2. A
Figura 20a mostra células controle ndo tratadas. A Figura 20b mostra células Caco2
tratadas com o sobrenadante coletado do equivalente a 108 cfu/ml de L. paracasei
CBA L74.

[0031] A Figura 23 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do sobrenadante de L. paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de EGF-Alexa
488 em células Caco2.

[0032] As Figuras 24a, 24b e 24c sao uma analise do efeito da remogéo do
sobrenadante de L. paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-43's em células
Caco2. A Figura 20a mostra células controle ndo tratadas. A Figura 20b mostra células
Caco2 tratadas com o sobrenadante de L. paracasei CBA L74. A Figura 20c mostra
células Caco2 tratadas com o sobrenadante de L. paracasei CBA L74 que havia sido

removido.
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[0033] A Figura 25 é um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do tratamento e depois da remogao do sobrenadante de L. paracasei, cepa CBA
L74 sobre a entrada de P31-43'ss em células CaCo2.

[0034] As Figuras 26a, 26b, 26¢ e 26d sdo uma analise do efeito do tratamento
pelo calor do sobrenadante de L. paracasei, cepa CBA L74 sobre a entrada de P31-
43'ss em células Caco2. A Figura 26a mostra células controle n&o tratadas. A Figura
26b mostra células CacoZ2 tratadas com o sobrenadante de L. paracasei CBA L74. A
Figura 26¢c mostra células Caco2 tratadas com o sobrenadante de L. paracasei CBA
L74 que havia sido fervido. A Figura 26d mostra células Caco2 tratadas com o
sobrenadante de L. paracasei CBA L74 que havia sido tratado a 80 °C.

[0035] A Figura 27 € um grafico retratando os resultados de uma analise do
efeito do tratamento pelo calor do sobrenadante de L. paracasei, cepa CBA L74 sobre
a entrada de P31-43'"ss em células CaCo2.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0036] Essa descricao de modalidades preferidas destina-se a ser lida com
relagdo aos desenhos que a acompanham, os quais deverao ser considerados parte
da descricdo inteira redigida desta invengdo. Os numeros nao representam
necessariamente a escala, e certas caracteristicas podem ser mostradas em escala
exagerada ou em forma um pouco esquematica no interesse da clareza e conciséo.
Na descricdo, termos relativos como "horizontal", "vertical", "acima", "abaixo",
"superior" e "inferior", bem como seus derivados (por exemplo, "horizontalmente”,
"para baixo", "para cima", etc.) devem ser interpretados o sentido de se referirem a
orientagao entdo descrita ou como mostrada no numero em discussdo. Esses termos
relativos s&o por conveniéncia de descricdo e, normalmente, sem a intengcdo de que
exijam uma orientagdo em particular. Termos incluindo "para dentro" contra "para
fora", "longitudinal" contra "lateral" e os semelhantes deverdo ser interpretados em

relagdo um ao outro ou em relagdo a um eixo de alongamento ou a um eixo ou centro
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de rotacdo, conforme apropriado. Termos que dizem respeito a termos referentes a
ligacbes, acoplamentos e os semelhantes, como "conectado" e "interconectado,"
referem-se a uma relagdo em que estruturas sao presas ou anexadas uma a outra,
seja direta ou indiretamente, por meio de estruturas interferentes, bem como ligagdes
ou relagdes moveis ou rigidas, a menos que expressamente descrito de outra forma.
O termo "operativamente conectado” € uma ligagao, acoplamento ou conexao tal que
permite que estruturas pertinentes operem conforme pretendido em virtude daquela
relagdo. Quando apenas uma unica maquina € ilustrada, sera considerado que o
termo "maquina" também inclui qualquer colecdo de maquinas que individual ou
conjuntamente executam um conjunto (ou multiplos conjuntos) de instrugdes a serem
executadas por uma ou mais das metodologias aqui discutidas. Nas reivindicagdes,
clausulas do tipo “means-plus-function” (meios mais fungéo), se houver, destinam-se
a abranger as estruturas descritas, sugeridas ou tornadas 6bvias pelo texto da
descricdo ou dos desenhos que executam a funcdo recitada, incluindo ndo so
equivalentes estruturais, mas também estruturas equivalentes.

[0037] A presente invencdo tem como base, em parte, a descoberta dos
inventores de que culturas do organismo probiotico Lactobacillus paracasei, cepa CBA
L74, podem reduzir a entrada de certos componentes do gluten em células intestinais
humanas. Mais especificamente, os inventores descobriram que L. paracasei CBA
L74 isolado e que sobrenadantes de culturas de L. paracasei CBA L74 reduzem a
entrada de peptideos de a-gliadina em células epiteliais intestinais humanas
cultivadas. Além disso, a reducao na entrada de peptideos foi também observada para
alimentos que haviam sido fermentados por L. paracasei CBA L74. O efeito sobre a
entrada de peptideos foi observado mesmo quando os sobrenadantes de cultura eram
tratados com calor. Dessa forma, a invengao apresenta composigdes que podem
abrandar os efeitos toxicos de peptideos de gliadina. As composi¢des podem incluir

células de Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74, metabdlitos produzidos pelo
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Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74, ou uma combinacdo de células de
Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 e metabdlitos produzidos pelo Lactobacillus
paracasei, cepa CBA L74.

[0038] O Lactobacillus paracasei, cepa CBA L74 foi isolado pelos inventores
e depositado, segundo os termos do Tratado de Budapeste sobre The International
Recognition of the Deposit of Micro-organisms for the Purposes of Patent Procedure
(A Autoridade Depositaria Internacionalmente Reconhecida de microrganismos para
fins de procedimento em matéria de patentes), em 09 de setembro de 2008 na
Coordenacéo Belga de Colegbes de Microrganismos (Belgian Coordinated Collections
of Micro-organisms, (BCCM), Laboratorium voor Microbiologie (LMG)), Ghent, Bélgica.
O Numero de Acesso fornecido pela Autoridade Depositaria Internacional € LMG P-
24778. Para facilidade de leitura, ndo se repetira a expressao "Numero de Acesso
LMG P-24778" em todas as ocasides. Deve-se entender que quando ¢ feita referéncia
ao L. paracasei, cepa CBA L74, esta diz respeito a cepa depositada com o Numero
de Acesso LMG P-24778.

[0039] Embora se acredite entender certos eventos ocorridos quando da
administracdo de composi¢cdes compreendendo ou preparadas por fermentagdo com
L. paracasei CBA L74, as composi¢cdes da presente invengao nido se limitam aquelas
que funcionam ao afetarem qualquer mecanismo celular em particular. A hipétese de
trabalho dos inventores € que composi¢cdes compreendendo L. paracasei CBA L74,
sobrenadante de culturas ou fermentados por L. paracasei CBA L74 e metabdlitos
produzidos pelo L. paracasei CBA L74 podem aumentar a barreira para translocacgao
de gluten e de polipeptideos relacionados ao gluten através da mucosa intestinal e
assim moderar os efeitos do gluten e de peptideos relacionados ao gluten em
individuos portadores de um transtorno relacionado ao gluten, por exemplo, doenca
celiaca ou sensibilidade ao gluten. Os inventores descobriram que o sobrenadante de

L. paracasei CBA L74, reduzia a captacédo celular de moléculas que penetram em
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células através de diferentes vias endocitdticas, por exemplo, fagocitose,
macropinocitose, endocitose mediada por clatrina (também chamada endocitose
mediada por receptor) e via caveolae (pequenas cavidades). Por exemplo, o
sobrenadante de L. paracasei CBA L74, reduziu a entrada celular de dextrano, que é
conhecido por penetrar em células via macropinocitose, e do fator de crescimento
epidérmico (EGF), que entra nas células via endocitose mediada por receptor. Os
efeitos benéficos das composi¢des aqui descritas podem derivar-se, por exemplo, de
metabalitos produzidos durante a fermentacéo, por exemplo, acidos organicos como
acido lactico, acido butirico ou acido acético. Alternativa ou adicionalmente,
fragmentos da parede celular bacteriana e outros componentes subcelulares
bacterianos, como proteinas, fragmentos de acidos nucleicos e lipidios, podem
exercer efeitos sobre a resposta celular a gluten e a polipeptideos relacionados ao
gluten.

[0040] Dessa forma, a invencdo apresenta composi¢cdes e métodos que
podem ser utilizados para proteger as células dos efeitos potencialmente téxicos do
gluten e de peptideos relacionados ao gluten. As composigdes podem incluir o meio,
no qual L. paracasei CBA L74, foi cultivado ou produtos alimentares, por exemplo,
produtos lacteos ou produtos a base de cereais, que foram fermentados por L.
paracasei CBA L74. Em algumas modalidades, o meio ou os produtos alimentares
podem ser tratados, por exemplo, por métodos fisico-quimicos, como centrifugagao,
para remover todas ou substancialmente todas as células de L. paracasei CBA L74
que haviam sido cultivadas no meio ou no produto alimentar. Em algumas
modalidades, as composi¢cdes podem incluir L. paracasei CBA L74 isolado e um
veiculo fisioldgico. O veiculo pode ser um produto alimentar, mas a invengdo nao é
assim limitada e, em algumas modalidades, o veiculo pode ser um veiculo
farmacologico.

[0041] Além disso, sdo providos métodos para preparar e usar as
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composi¢cdes. Os métodos da invencao incluem método para produzir composicoes
compreendendo L. paracasei CBA L74, métodos para fermentar produtos alimentares
com L. paracasei CBA L74 e métodos para administrar as composi¢des a um individuo
portador de um transtorno relacionado ao gluten. Os métodos podem ser empregados
em humanos ou na medicina veterinaria. Independentemente do individuo (seja
humano ou n&do humano), qualquer um dos presentes métodos pode incluir uma etapa
para identificar o individuo. Por exemplo, os métodos podem incluir uma etapa para
determinar se o individuo tem necessidade de tratamento.

COMPOSICOES

L. paracasei CBA L74

[0042] As composigdes da invengdo podem incluir o organismo probiotico, L.
paracasei CBA L74. A Organizagdo Mundial da Saude definiu probidticos como:
"Microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a saude do hospedeiro". Em algumas modalidades, o L.
paracasei CBA L74 pode ser submetido a tratamentos que os tornam nao replicantes,
por exemplo, exposicao ao calor, irradiacéo y ou irradiagao UV. Um L. paracasei CBA
L74 nao replicante pode ser uma célula morta ou uma célula viva que se tornou
incapaz de efetuar divisdo celular. Um L. paracasei CBA L74 nao replicante pode ser
uma célula intacta ou uma célula que sofreu lise parcial ou completa. Em algumas
modalidades, as células nao replicantes podem incluir uma mistura de células intactas
e lisadas.

[0043] Em algumas modalidades, as composi¢ées podem incluir produtos
fermentados por L. paracasei CBA L74, dos quais todas as ou substancialmente todas
as células de L. paracasei CBA L74 foram removidas. Métodos para separar células
do meio de crescimento sdo bem conhecidos na técnica e podem basear-se em
métodos fisicos, por exemplo, centrifugagcdo para produzir um pellet celular e um

sobrenadante da cultura, filtragao, ultrafiltragdo, filtragcdo em fluxo tangencial, filtrag&o
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em fluxo normal ou osmose reversa. Alternativa ou adicionalmente, o método de
separagao pode ser a base de ligante e incluir, por exemplo, um anticorpo que se liga
especificamente ao L. paracasei CBA L74. O anticorpo pode estar acoplado a um
suporte solido como uma microesfera magnética.

[0044] As composigdes incluem um ou mais metabdlitos do L. paracasei CBA
L74, ou seja, qualquer substancia produzida pelo L. paracasei CBA L74. O metabdlito
pode ser codificado por um ou mais genes ou pode ser gerado pela atividade
enzimatica de um ou mais produtos génicos. Os metabdlitos incluem, por exemplo,
pequenas moléculas, por exemplo, aminoacidos, nucleosideos, nucleotideos, bem
como estruturas poliméricas maiores como polipeptideos, carboidratos, acidos
nucleicos, proteoglicanos e lipidios. O metabdlito pode ser um metabdlito primario, por
exemplo, um metabdlito diretamente envolvido no funcionamento celular normal, ou
um metabdlito secundario, por exemplo, um metabdlito tipicamente ndo necessario
para funcdes celulares fundamentais. Um metabdlito pode também incluir qualquer
intermediario metabdlico gerado durante a sintese de um metabdlito primario ou
secundario. Os intermediarios podem incluir, entre outros, intermediarios da via de
Embden-Meyerhof, da via de pentose fosfato (pentose-P), da via de Entner-Doudoroff,
do ciclo de citrato e da biossintese de aminoacidos.

[0045] Os metabdlitos primarios exemplares incluem, entre outros, alcoois, por
exemplo, etanol, metanol, butanol; aminoacidos, por exemplo, lisina, arginina, ornitina,
histidina, citrulina, isoleucina, alanina, valina, leucina, glicina, treonina, serina, prolina,
fenilalanina, tirosina, triptofano, cisteina, cistina, metionina, acido glutamico, acido
aspartico, glutamina e asparagina; nucleotideos, por exemplo, acido guanilico 5'
antioxidantes, por exemplo, acido ascorbico; acidos organicos, por exemplo, acido
acético, acido lactico, acido citrico, acido formico; vitaminas, por exemplo, vitamina
B12; agucares, acidos graxos, por exemplo, acidos graxos de cadeia curta;

poliaminas; peptideos, por exemplo, bacteriocinas como um lantibiético, por exemplo,
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nisina, ou um n&o lantibiodtico, por exemplo, enterocina, plantaricina W, plantaricina S.

[0046] Um metabdlito pode também ser um metabdlito secundario. Os
metabdlitos secundarios sao tipicamente aqueles que ndo sao necessarios para
fungcbes celulares fundamentais. Os metabdlitos secundarios podem variar
amplamente; os metabdlitos secundarios exemplares incluem antibiéticos, horménios,
flavonoides, terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides, derivados fenilicos, derivados
do hexanol, cumarinas, estilbenos, cianidrinas, glicosinolatos, esterdis e saponinas.

[0047] Os lactobacilos produzem tipicamente os seguintes metabdlitos
durante a fermentagdo de produtos lacteos: acido lactico/lactato, acetato, etanol,
formato, acetaldeido, a-acetolactato, acetoina, diacetila e 2,3-butilenoglicol
(butanodiol) durante a fermentacdo de produtos lacteos. A fermentacdo pode ser
qualquer processo no qual um micrébio provoca uma decomposicéo, ou contribui, de
uma substancia organica complexa em substancias mais simples.

[0048] O metabdlito do L. paracasei CBA L74 pode estar contido dentro do
meio, de fermentados ou sobrenadantes da cultura. Em algumas modalidades, o
metabalito pode ser parcial ou substancialmente isolado do meio, de fermentados ou
sobrenadantes da cultura. Assim, o metabdlito funcional, ou seja, um metabdlito que
reduz a entrada na célula de um peptideo de gliadina pode incluir ou excluir qualquer
um dos metabdlitos descritos acima. Os métodos de isolamento de metabdlitos
variardo de acordo com a estrutura e a quimica do metabdlito especifico. Um
metabalito parcial ou substancialmente isolado retera a atividade funcional, ou seja, a
capacidade para reduzir a entrada na célula de peptideos de gliadina, do meio, de
fermentados ou sobrenadantes da cultura. Dessa forma, se um sobrenadante da
cultura de L. paracasei CBA L74 puder reduzir a entrada de peptideos de gliadina em
células, prevé-se que um metabdlito parcial ou substancialmente isolado do
sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 também reduzira a entrada de

peptideos de gliadina em células. Métodos padrao conhecidos na técnica podem ser
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utilizados para o isolamento e a caracterizagcao de metabdlitos de L. paracasei CBA
L74. Os métodos exemplares incluem, por exemplo, analises de estabilidade, por
exemplo, estabilidade frente ao calor, pH, e/ou a atividade enzimatica; analise
cromatografica, por exemplo, cromatografia de exclus&o por tamanho, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa, cromatografia em camada
fina, cromatografia de troca i6nica, cromatografia de afinidade, cromatografia de fase
reversa; espectrometria de massa. Em algumas modalidades, o metabdlito é estavel
frente ao calor, ou seja, retém sua atividade funcional, ou seja, a capacidade para
impedir a entrada de peptideos de gliadina na célula, apds exposi¢céo a temperaturas
fora da faixa fisioldégica normal, por exemplo, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C, 90 °C ou 100
°C.

Gluten e peptideos relacionados ao gluten

[0049] Independentemente da forma especifica, as composi¢coes aqui
descritas reduzem a captagao celular de gluten e de polipeptideos relacionados ao
gluten. O gluten e os polipeptideos relacionados ao gluten sdo as principais proteinas
de armazenamento de gréos de cereais da dieta. O gluten é encontrado no trigo. As
proteinas proximamente relacionadas, as hordeinas e as secalinas sdo encontradas
na cevada e no centeio, respectivamente. Diversas centenas de genes codificadores
de gluten e de proteinas relacionadas ao gluten foram descritas. Além de suas
propriedades nutricionais, o gluten desempenha uma importante fungcdo na
determinacdo da qualidade de panificagdo unica do trigo ao conferir capacidade de
absorcédo de agua, coesividade, viscosidade e elasticidade a massa. O gluten na
verdade é um complexo formado por duas fragdes polipeptidicas, as quais foram
classificadas com base em sua solubilidade em alcoois aquosos: as gliadinas soluveis
e as gluteninas insoluveis. As duas fragbes consistem em inumeros componentes
relacionados a proteinas, caracterizadas por alto teor de glutamina e prolina.

[0050] As gliadinas s&o proteinas monoméricas com pesos moleculares
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(MWs) em torno de 28.000-55.000 e pontos isoelétricos de aproximadamente pH 3,0-
4,0. Ha quatro classes de polipeptideos de gliadina: a-gliadina, B-gliadina, y-gliadina
e w-gliadina. Sequéncias de aminoacidos exemplares para a-gliadina podem ser
encontradas no GenBank em GI:7209265 (Triticum aestivum, 290 aminoacidos, SEQ
ID NO: 7); Gl:7209263 (Triticum aestivum, 269 aminoacidos, SEQ ID NO: 8);
Gl:376341626 (Triticum aestivum, 210 aminoacidos, SEQ ID NO: 9); GI:282721198
(Triticum durum, 313 aminoacidos, SEQ ID NO: 10).

[0051] A glutenina é uma proteina multimérica maior com MW variando de
cerca de 100.00 a mais de 10.000.000 com MW médio cerca de 3.000.000. Os pontos
isoelétricos da glutenina variam de aproximadamente 6,5-7,0. Depois da reducéo de
ligacdes dissulfeto, as subunidades resultantes da glutenina mostram solubilidade
semelhante em alcoois aquosos as gliadinas. Com base na estrutura primaria, as
subunidades de glutenina foram divididas nas subunidades de alto peso molecular
(HMW) (MW =67.000-88.000) e as subunidades de baixo peso molecular (LMW) (MW
= 32.000-35.000). Gliadinas, gluteninas, hordeinas e secalinas possuem alto teor de
prolina e glutamina. O alto teor de prolina torna essas proteinas resistentes a digestao
proteolitica completa por enzimas gastricas, pancreaticas e da borda em escova no
intestino humano, pois aquelas enzimas sido deficientes em atividade de prolil
endopeptidase. Isso pode resultar no acumulo de fragmentos peptidicos relativamente
grandes (com até 50 aminoacidos no comprimento) com alto teor de prolina e
glutamina no intestino delgado.

[0052] As sequéncias de aminoacidos especificas para gliadina podem variar,
porém todas contém epitopos para células T que desencadeiam as respostas imunes
envolvidas na patogénese da doenga celiaca. Essas respostas de células T
especificas do gluten no intestino delgado desempenham uma importante fungao na
produgao da resposta inflamatéria que resulta no final na caracteristica marcante de

atrofia de vilosidades intestinais e hiperplasia de criptas. Os peptideos nativos
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especificos ao gluten conseguem ligar-se a HLA-DQ2/8, os tipos de HLA mais
fortemente associados com a doenca celiaca. Essa ligagdo a HLA induz respostas de
células T CD4 da lamina propria, as quais, por sua vez, danificam a mucosa do
intestino delgado. O dano ao tecido da inicio a secregdo da enzima transglutaminase
tecidual transglutaminase ({TG) cicatrizante de feridas. No entanto, tTG também
desamida peptideos do gluten. A desamidagdo converte residuos neutros de
glutamina em residuos de acido glutdmico com carga negativa. Esses peptideos
desamidados aumentaram significativamente a afinidade de ligagdo por HLA-DQ2/8
em relagdo a peptideos que nao foram desamidados. Esse processo leva a uma
apresentacdo antigénica intensificada de gliadina. A ligacdo de peptideos
desamidados ativa ainda células T helper 1 (Th1) CD4+ especificas ao gluten na
lamina prépria, o que, por sua vez, aumenta a linfocitose intraepitelial, a hiperplasia
de criptas, a producgao de citocinas levando a atrofia vilositaria e a expansao de células
B que produzem anticorpos contra gliadina e tTG.

[0053] Multiplos motivos de epitopos de células T foram identificados em a- e
y-gliadinas, bem como em gluteninas. A maioria destes mostrou reconhecimento
intensificado por células T apds a desamidacdo. Além do mais, os pacientes com
doenca celiaca sdo em geral sensiveis a mais de um peptideo do gluten. Embora a
interacdo com DQ2/8 represente a associagdo mais significante com a doenca celiaca
até o momento definida, peptideos ndo imunogénicos do gluten podem também ter
impacto sobre o sistema imune inato.

[0054] Os peptideos de gliadina P31-43 e P31-49 ndo s&o geralmente
reconhecidos por células T. Esses peptideos induzem uma resposta imune inata na
mucosa celiaca. O peptideo P31-43 retarda a maturagao de vesiculas endociticas e,
consequentemente, reduz a degradagao de receptores do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e prolonga a ativacdo de EGFR. A ativagéo prolongada de EGFR

mostrou induzir maior proliferagédo celular e modificagdes da actina em enterécitos de
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criptas na doencga celiaca e em linhagens celulares cultivadas. Quando da entrada em
enterqcitos intestinais ou na linhagem de células intestinais humanas, CaCo2, P31-43
interage com vesiculas endociticas iniciais, reduz a sua mobilidade e retarda a sua
maturacdo em endossomos tardios.

[0055] Diferentes peptideos do gluten estdo envolvidos no processo da
doencga celiaca. Ha dois grupos de peptideos biologicamente ativos que derivam de
a-gliadina. O grupo de peptideos contendo serina parece ser essencialmente
citotoxico, enquanto o grupo contendo tirosina possui a capacidade para desencadear
reagdes imunoldgicas em pacientes com doencga celiaca. A atividade dos peptideos
contendo serina esta ligada a presenga dos motivos PSQQ e QQQP. Os peptideos
contendo tirosina, por exemplo, QQPY e/ou QPYP sao associados com atividade
imunologica.

[0056] Os peptideos de gliadina podem variar amplamente em sequéncia. Um
polipeptideo com uma sequéncia que é idéntica a uma porgao da sequéncia de o-
gliadina e que funciona (por exemplo, para uma ou mais das finalidades descritas
acima) é um peptideo de gliadina. Uma gliadina completa inclui uma sequéncia
peptidica de gliadina e um ou mais dos peptideos aqui descritos podem situar-se
parcial ou inteiramente dentro da sequéncia da gliadina. Um peptideo com uma
sequéncia que difere em certa medida de uma sequéncia que € encontrada em uma
gliadina natural e que retém a capacidade para funcionar (por exemplo, retém
atividade suficiente para conferir toxicidade ao peptideo de gliadina) € uma variante
biologicamente ativa de um peptideo de gliadina. A tendéncia é de usar o termo
“gliadina” para se referir a proteinas gliadinas naturais e de usar os termos
“polipeptideo” e “peptideo” ao serem referidos seus fragmentos (ou seja, a fragmentos
de gliadina) e suas variantes biologicamente ativas. Considerando que os
polipeptideos ou peptideos podem ter uma sequéncia que € idéntica a uma sequéncia

encontrada em gliadina, os polipeptideos ou peptideos sdo derivados de fragmentos
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de gliadina.

[0057] Embora as sequéncias dos presentes polipeptideos possam variar, 0os
polipeptideos uteis podem incluir fragmentos das SEQ ID NOs: 7-10. Os polipeptideos
podem incluir ou consistir em uma sequéncia de aminoacidos de uma gliadina que é
naturalmente expressa em uma célula vegetal. Uma variante biologicamente ativa
pode incluir, por exemplo, uma sequéncia de aminoacidos que diferente de um
fragmento do tipo selvagem de uma gliadina em virtude de conter uma ou mais
substituigdes conservadoras de aminoacidos. Em algumas modalidades, pelo menos
50% dos residuos de aminoacidos da variante sdo idénticos aos residuos no
fragmento correspondente do tipo selvagem de uma gliadina. As variantes
biologicamente ativas podem também incluir sequéncias de aminoacidos que
diferente de um fragmento do tipo selvagem de uma gliadina em virtude de
substituicdes ndo conservadoras, adigdes e/ou dele¢gdes de aminoacidos.

[0058] Refere-se a certas sequéncias de aminoacidos como “polipeptideos”
para transmitir que estas sao polimeros lineares de residuos de aminoacidos e para
ajudar a distingui-las de proteinas completas. Sera entendido que os polipeptideos
podem, portanto, incluir somente um fragmento de uma gliadina (ou sua variante
biologicamente ativa), porém pode incluir também residuos adicionais. Os
polipeptideos da invengdo podem variar no comprimento. Por exemplo, os
polipeptideos podem ter 8-40 (por exemplo, 12, 14, 18, 18 ou 20) aminoacidos de
comprimento ou serem mais longos (por exemplo, até aproximadamente 40 residuos).

[0059] Os polipeptideos que séo variantes biologicamente ativas de uma
gliadina podem ser caracterizados em termos do grau com o qual a sua sequéncia é
similar ou idéntica ao fragmento correspondente da gliadina. Por exemplo, a
sequéncia de uma variante biologicamente ativa pode ser pelo menos ou
aproximadamente 60% idéntica a residuos correspondentes em uma gliadina do tipo

selvagem. Por exemplo, uma variante biologicamente ativa de um polipeptideo de
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gliadina pode ter uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos ou
aproximadamente 60% de identidade de sequéncia (por exemplo, pelo menos ou
aproximadamente 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% de
identidade de sequéncia) com uma gliadina (por exemplo, com a sequéncia de
aminoacidos apresentada em SEQ ID NO: 7-10 ou com outro polipeptideo como aqui
descrito (por exemplo, um polipeptideo representado, por exemplo, pelas SEQ ID
NOs:1-6) ou com seu homélogo ou ortélogo).

[0060] Uma variante biologicamente ativa de um polipeptideo de gliadina
retera atividade bioldgica suficiente para conferir toxicidade em um individuo portador
de um transtorno relacionado ao gluten. A atividade biolégica pode ser analisada de
maneiras conhecidas pelo técnico no assunto e incluem, entre outros, ensaios de
captacgéo celular, ensaios de expresséo génica ou modelos animais in vivo. Variantes
biologicamente ativas podem ser identificadas, por exemplo, comparando as
atividades relativas do polipeptideo variante com aquela de um fragmento ativo de um
peptideo de gliadina. Os ensaios podem incluir um polipeptideo controle nao
relacionado (por exemplo, um que pudesse incluir, em qualquer determinado ensaio,
um peptideo com o mesmo teor de aminoacidos dispostos aleatoriamente, bem como
um controle somente com veiculo). Algumas variantes biologicamente ativas podem
até mesmo ter atividade biolégica maior do que o fragmento natural cognato ou uma
gliadina completa. Mais especificamente, uma variante biologicamente ativa pode ter
pelo menos ou aproximadamente 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%
ou mais da atividade bioloégica do polipeptideo na forma nativa.

[0061] Os peptideos exemplares de a-gliadina que desempenham uma fungéo
na doenga celiaca incluem P31-43, LGQQQPFPPQQPY, (SEQ ID NO.: 1); P31-49
LGQQQPFPPQQPYPQPQPF (SEQ ID NO: 3); P44-55; PQQPFPSQLP (SEQ ID NO.:
5; P57-68 QLQPFPQPQLPY (SEQ ID NO.: 2); P56-88,
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 4) e P63-76
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QPQLPYPQPQLPYP (SEQ ID NO.: 6).

Produtos alimentares

[0062] As composigdes da invengao podem incluir um veiculo fisiologicamente
aceitavel. O veiculo fisiologico pode ser um produto alimentar ou um veiculo
farmacéutico. O termo “fisiologicamente aceitavel” (ou “farmacologicamente
aceitavel”), quando usado, refere-se a entidades moleculares e composi¢des que n&o
produzem uma reagao adversa, alérgica ou outra ndo desejada quando administradas
a um animal ou um humano, conforme apropriado. Assim, as composi¢cdes da
invencéo incluem produtos alimentares fermentados pelo organismo probidtico, L.
paracasei CBA L74. O produto alimentar pode incluir células de L. paracasei CBA L74,
sejam vivas ou ndo replicantes. Em algumas modalidades, o produto alimentar pode
ser processado para remover todas ou substancialmente todas as células de L.
paracasei CBA L74. Qualquer produto alimentar receptivel a fermentacdo pelo L.
paracasei CBA L74 pode ser usado. O produto alimentar pode ser um produto lacteo,
por exemplo, leite ou um produto a base de leite. As fontes exemplares de leite
incluem, entre outras, gado, ovelhas, cabras iaques, bufalas, éguas, mulas, renas e
camelos. Independentemente da fonte, o leite ou os produtos lacteos podem estar em
qualquer forma adequada para fermentacao por L. paracasei CBA L74. Por exemplo,
o leite pode ser leite integral ou leite que tenha sido processado para remover alguma
ou toda a gordura butirica, por exemplo, leite com 2%, leite com 1% ou leite sem
gordura. Alternativa ou adicionalmente, o leite pode ser previamente pasteurizado
e/ou homogeneizado, seco e reconstituido, condensado ou evaporado. Fragbes de
produtos lacteos incluindo caseina, proteina do soro de leite ou lactose podem
também ser usadas. Em algumas modalidades, o produto lacteo pode constituir-se de
aproximadamente 1% a aproximadamente 30% de p6é de leite desnatado
reconstituido, por exemplo, aproximadamente 2%, aproximadamente 5%,

aproximadamente 7%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%,
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aproximadamente 12%, aproximadamente 15%, aproximadamente 20%,
aproximadamente 25%, aproximadamente 30% de pd de leite desnatado
reconstituido. Antes da fermentacéo, o produto lacteo pode ser combinado com um
ou mais dos seguintes: a) um carboidrato (por exemplo, um dissacarideo como
dextrose ou um amido; b) um lipidio; ¢) uma vitamina e d) um mineral. Por exemplo, o
po de leite desnatado pode ser combinado com dextrose até aproximadamente 2%,
por exemplo, aproximadamente 0,25%, aproximadamente 0,50%, aproximadamente
0,75%, aproximadamente 1,0%, aproximadamente 1,5% ou aproximadamente 2,0%.

[0063] O produto alimentar pode ser um produto a base de cereal, por
exemplo, arroz, aveia, milho, sorgo ou pain¢go. Em algumas modalidades, o produto a
base de cereal pode ser de trigo, cevada, centeio ou triticale. O produto a base de
cereal pode ser um gréo inteiro ou ser moido em farinha. O produto alimentar pode
ser um unico tipo de cereal ou uma mistura de dois ou mais tipos de cereais, por
exemplo, farinha de aveia mais farinha de arroz. Os produtos a base de cereal podem
ser de um grau e tipo adequados ao consumo humano ou podem ser produtos
adequados ao consumo por animais domésticos. Em geral, o produto a base de cereal
€ hidratado antes da fermentacéo. A concentragado do cereal pode variar, porém, as
faixas uteis incluem de aproximadamente 5% a aproximadamente 50% em
peso/volume, por exemplo, aproximadamente 8% em peso/volume, aproximadamente
10% em peso/volume, aproximadamente 12% em peso/volume, aproximadamente
15% em peso/volume, aproximadamente 18% em peso/volume, aproximadamente
20% em peso/volume, aproximadamente 22% em peso/volume, aproximadamente
25% em peso/volume, aproximadamente 30% em peso/volume, aproximadamente
35% em peso/volume, aproximadamente 40% em peso/volume, aproximadamente
45% em peso/volume ou aproximadamente 50% em peso/volume. As concentracdes
exemplares incluem 15% em peso/volume de arroz ou uma mistura de 18,5% em

peso/volume de farinha de aveia mais 5% em peso/volume de farinha de cevada
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maltada. O pH dos cereais hidratados pode ser ajustado usando qualquer acido
adequado ao consumo. O acido pode ser, por exemplo, um acido organico. Os acidos
organicos uteis incluem acido acético, acido citrico, acido lactico, acido adipico, acido
malico e acido tartarico. Qualquer combinacéo de dois ou mais acidos pode ser usada.
Em algumas modalidades, o pH pode ser ajustado para aproximadamente 4,0 usando
acido citrico.

[0064] O produto alimentar pode ser também um produto a base de vegetais
ou de frutos, por exemplo, suco, puré, concentrado, pasta, molho, picles ou ketchup.
Os vegetais e frutos exemplares incluem, entre outros, sumos, por exemplo, de
abobrinha, abobrinha amarela, abébora menina, abobora, batata, aspargos, brécolis,
couve de Bruxelas, feijoes, por exemplo, feijao verde, feijdo-manteiga, feijao de Lima,
feijao-fava, grao de soja, repolho, cenoura, couve-flor, pepino, couve-rabano, alho-
porro, cebolinha, cebola, ervilha torta, ervilha inglesa, pimentas, nabo, couve-nabo,
tomate, maca, pera, péssego, ameixa, morango, framboesa, amora, mirtilo, airela
vermelha, amora preta, groselha, uvas, uva-passa, laranjas, limdes, toranja, banana,
manga, fruta kiwi e carambola.

[0065] O produto alimentar pode também ser um “leite” feito a partir de nozes
de arvores ou legumes, por exemplo, leite de soja ou leite de améndoa.

[0066] Sao também contemplados produtos alimentares compreendendo
proteinas de animais, por exemplo, carne, por exemplo, salsichas, carnes secas, peixe
e produtos derivados de peixe seco.

[0067] Independentemente do tipo de produto alimentar que é usado, o
produto € combinado com L. paracasei CBA L74 e incubado a uma temperatura e por
um tempo suficiente para que ocorra a fermentacdo. Qualquer método padrao de
fermentacao conhecido na técnica pode ser empregado. As condigdes especificas da
fermentacao variardo de acordo com muitos fatores, incluindo, por exemplo, o tipo de

produto alimentar, a concentragdo do produto alimentar, o instrumental que € usado,
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o volume de amostra, a concentracio inicial do in6culo de L. paracasei CBA L74, a
presenga, se houver, de um coinoculo, as propriedades organolépticas do alimento
fermentado e o uso pretendido do alimento fermentado.

[0068] O instrumental e o substrato (ou seja, o produto alimentar a ser
fermentado) séo esterilizados antes da inoculagdo com L. paracasei CBA L74 a fim
de reduzir o nivel de, ou eliminar, bactérias e/ou fungos e/ou virus infecciosos viaveis.
O instrumental pode ser esterilizado empregando métodos padréo ou de acordo com
as instrugdes do fabricante. A escolha de um determinado método para esterilizacao
do substrato dependera, em parte, da estabilidade do substrato frente ao método de
esterilizacdo. Por exemplo, o substrato pode ser esterilizado por vapor e pressao, por
exemplo, por autoclavagem, ciclos repetidos de aquecimento e resfriamento (por
exemplo, tindalizagdo), exposigdo a altas pressdes (por exemplo, pascalizagao),
ultrafiltracdo ou radiagéo (por exemplo, exposi¢cao a raios gama, X, feixe de elétrons
e/ou ultravioleta (comprimento de onda de 10 nm a 320 nm, por exemplo, 50 nm a 320
nm, 100 nm a 320 nm, 150 nm a 320 nm, 180 nm a 320 nm ou 200 nm a 300 nm)).
Aliquotas do substrato podem ser removidas apos o tratamento e semeadas em meio
adequado para confirmar a auséncia de contaminantes bacterianos e/ou fungicos.
Caso tenha sido esterilizado pela exposicado a altas temperaturas, o substrato deve
ser resfriado para pelo menos 37 °C antes da inoculagdo com L. paracasei CBA L74.

[0069] O substrato pode ser inoculado com L. paracasei CBA L74 de acordo
com métodos padrédo, por exemplo, proveniente de cultura liquida fresca ou uma
cultura liofilizada que tenha sido ressuspensa em meio aquoso por um curto periodo
de tempo antes da inoculagdo. Em geral, o L. paracasei CBA L74 é adicionado a
concentragdes de aproximadamente 0,5 x 106 a aproximadamente 1 x 10° cfu/ml de
substrato, por exemplo, aproximadamente 1 x 108 cfu/ml, aproximadamente 2 x 10°
cfu/ml, aproximadamente 5 x 108 cfu/ml, 7 x 10° cfu/ml, 8 x 10° cfu/ml. A cultura deve

ser suficientemente agitada para produzir uma distribuicédo relativamente uniforme de
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bactérias e substrato, mas n&do excessivamente, pois L. paracasei CBA L74 é uma
bactéria anaerdbica. Por exemplo, uma cultura de cinco litros pode ser agitada a
aproximadamente 150 rpm. A temperatura de fermentagdo é geralmente a 37 °C.
Varios parametros, por exemplo, o pH, a pressao parcial de O2, a velocidade do
agitador, temperatura, mistura de gases, nivel de espuma e a concentracdo do
substrato podem ser monitorados durante a fermentacdo e ajustados de acordo. O
crescimento do L. paracasei CBA L74 pode ser monitorado usando métodos
microbiolégicos padrao. A fermentagdo € realizada até que a concentragdo de L.
paracasei CBA L74 esteja proxima a entre aproximadamente 10%/ml e
aproximadamente 10%ml. Dependendo do substrato e de outras condigdes, essa
concentragdo pode ser atingida em aproximadamente 10 até aproximadamente 30
horas depois da inoculagdo, por exemplo, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 15 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 24 horas,
aproximadamente 30 horas.

[0070] Amostras do substrato podem ser analisadas antes, durante e depois
da fermentagdo para assegurar a qualidade, empregando métodos microbiologicos
padrdao. Os métodos exemplares incluem, entre outros, crescimento em agar de
Rogosa para L. paracasei CBA L74, crescimento em agar para contagem em placas
(PCA) de aerdbicos totais, crescimento em agar de McConkay para coliformes,
crescimento em agar reforcado para clostridios (RCM) para Clostridia. Além de
contagens de colonias, as morfologias das colonias podem ser observadas e
comparadas a amostras de referéncia.

[0071] Em algumas modalidades, um coinoculo pode ser adicionado
juntamente com o L. paracasei CBA L74 para ajudar a iniciar a fermentagéo. Os
coindculos uteis para a fermentagao de produtos lacteos incluem, por exemplo, entre
outros, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

salivarious, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis,
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Lactobacillus delbrueckii, subespécie Bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus brevis ou Leuconostoc mesenteroides. Em geral, a concentracdo do
coindculo sera mais baixa do que aquela de L. paracasei CBA L74, por exemplo,
aproximadamente 1 x 104/ml x 105/ml. A concentragéo final de S. thermophilus pode
variar de aproximadamente 0,5 x 108/ml a aproximadamente 2,5 x 108/ml.

[0072] Uma vez que concentracbes adequadas de L. paracasei CBA L74
tenham sido atingidas, o alimento fermentado pode ser ainda processado para uso.
Em algumas modalidades, o alimento fermentado pode ser fracionado para remover
todas ou substancialmente todas as células de L. paracasei CBA L74. Em algumas
modalidades, o pH do alimento fermentado pode ser ajustado, por exemplo, de
aproximadamente 3,0 para mais proximo da neutralidade, por exemplo, 6,5, com a
adicdo de NaOH ou KOH. Em algumas modalidades, o alimento fermentado pode ser
seco. O produto alimentar fermentado pode ser seco por qualquer método conhecido
na técnica que venha a resultar na retencdo de propriedades imunoduladoras do
alimento fermentado. Os métodos exemplares de secagem incluem secagem por
aspersao, congelamento e desidratagcéo, por exemplo, liofilizagdo, ou secagem em
tambor. O teor final de agua do produto alimentar fermentado pode variar, mas pode
ser entre aproximadamente 1% e aproximadamente 10% ou mais. Em algumas
modalidades, o processo de secagem pode tornar o L. paracasei CBA L74 nao
replicante.

[0073] Os alimentos fermentados secos podem ser hidratados antes do uso.
Dependendo da quantidade de liquido usada na hidratacado, os produtos alimentares
fermentados podem conter o equivalente a aproximadamente 102, aproximadamente
103, aproximadamente 104 aproximadamente 105 aproximadamente 1068,
aproximadamente 107, aproximadamente 108,  aproximadamente 109,
aproximadamente 100, aproximadamente 10" e, aproximadamente 102 cfu/ml de L.

paracasei CBA L74. O L. paracasei CBA L74 seco nao forma colbnias, de modo que
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se entende que essa quantidade é calculada com base no numero de bactérias vivas
que estavam presentes nos alimentos fermentados antes da etapa de secagem. Em
algumas modalidades, os produtos alimentares fermentados podem incluir o
equivalente de aproximadamente 107 a aproximadamente 10'? cfu/g, por exemplo,
aproximadamente 5 x 107 cfu/g, aproximadamente 1 x 108 cfu/g, aproximadamente 5
x 10% cfu/g, aproximadamente 1 x 10° cfu/g, aproximadamente 5 x 10° cfu/g,
aproximadamente 1 x 10'° cfu/g, aproximadamente 5 x 10'° cfu/g, aproximadamente
1 x 10" cfu/g, aproximadamente 5 x 10'" cfu/g de peso seco.

[0074] Dois ou mais produtos alimentares fermentados preparados pelos
meétodos da invengdo podem ser combinados antes da administragdo. Por exemplo,
produtos lacteos fermentados podem ser combinados com produtos fermentados a
base de cereais. Alternativamente, o produto alimentar fermentado pode ser
combinado com outros produtos alimentares, por exemplo, produtos alimentares nao
fermentados ou produtos alimentares fermentados utilizando outras cepas
bacterianas. Qualquer combinagcdo pode ser usada desde que os efeitos sobre
peptideos de gliadina do alimento fermentado sejam retidos. Os produtos alimentares
exemplares incluem, entre outros, laticinios, por exemplo, leite, iogurte, coalhada,
queijo, produtos a base de queijos, leites fermentados, produtos fermentados a base
de leite, pés a base de leite, férmulas para lactentes, alimentos espremidos para
lactentes a base de leite, sorvete, gelatina, pudins, sopas, molhos, purés ou temperos,
férmulas nutricionais para os idosos; produtos a base de cereais, por exemplo,
mingau, alimentos espremidos para lactentes a base de cereais, farinha de aveia,
farinha, semolina, polenta, massas, biscoitos, biscoitos crocantes, barras energéticas;
produtos de vegetais, por exemplo, purés, alimentos espremidos para lactentes a base
de vegetais, vegetais em conserva, incluindo pepino, repolho, cenoura, pimentas ou
temperos; produtos a base de frutos, por exemplo, alimentos espremidos para

lactentes a base de frutos, purés, molhos, massas, ketfchups, purés de frutos; ou
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produtos a base de proteinas, por exemplo, legumes, salsichas, carnes frias,
cachorro-quente ou carnes em puré. Em algumas modalidades, o alimento fermentado
pode ser combinado com ragdes para animais de estimacao ou ragdes para animais.

Composicoes farmacéuticas

[0075] As composi¢des aqui descritas podem ser combinadas com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. O termo "veiculo farmaceuticamente aceitavel," neste
relatério descritivo, inclui todos e quaisquer solventes, meios de disperséao,
revestimentos, agentes antibacterianos, isotbnicos e retardadores da absorgéo,
tampdes, excipientes, aglutinantes, lubrificantes, géis, surfactantes e semelhantes
que podem ser usados como meio para uma substancia farmaceuticamente aceitavel.

[0076] Assim, a invencdo também inclui composi¢cdes farmacéuticas que
contém, como o ingrediente ativo, o L. paracasei CBA L74 ou um ou mais metabalitos
produzidos por L. paracasei CBA L74 aqui descritos, em combinagdo com um ou mais
veiculos farmaceuticamente aceitaveis. Em algumas modalidades, o L. paracasei CBA
L74 pode ser esterilizado empregando técnicas convencionais de esterilizagdo antes
ou depois de ser combinado com o veiculo farmaceuticamente aceitavel. No preparo
das composi¢des da invencao, o L. paracasei CBA L74 ou um ou mais metabdlitos
produzidos por L. paracasei CBA L74 sao tipicamente misturados com um excipiente,
diluidos por um excipiente ou inserido em tal veiculo na forma de, por exemplo, uma
capsula, comprimido, saché, papel ou outro recipiente. Quando serve como diluente,
0 excipiente pode ser um material solido, semissélido ou liquido (por exemplo, solugéo
salina normal), que atua como veiculo, carreador ou meio para o ingrediente ativo.
Assim, as composi¢des podem estar na forma de comprimidos, pilulas, pos, losangos,
sachés, envelopes, elixires, suspensdes, emulsdes, solugcdes, xaropes, aerossois
(como solido ou em meio liquido), pomadas, capsulas moles e duras de gelatina,
supositorios, solugdes estéreis injetaveis e pds estéreis embalados. Como € do

conhecimento na técnica, o tipo de diluente pode variar dependendo da via de
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administracdo pretendida. As composi¢cdes resultantes podem incluir agentes
adicionais, como conservantes. O excipiente ou veiculo € selecionado com base no
modo e na via de administragdo. Veiculos farmacéuticos, bem como ingredientes
farmacéuticos necessarios ao uso em formulagcdes farmacéuticas, estado descritos em
Remington's Pharmaceutical Sciences (E. W. Martin), um texto de referéncia bem
conhecido neste campo, e na USP/NF (Farmacopeia e Formulario Nacional dos
Estados Unidos). Alguns exemplos de excipientes adequados incluem lactose,
dextrose, sacarose, sorbitol, manitol, amidos, goma acacia, fosfato de calcio,
alginatos, tragacanta, gelatina, silicato de calcio, celulose microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulose, agua, xarope e metilcelulose. As formulagdes podem
adicionalmente incluir: agentes lubrificantes como talco, estearato de magnésio e 6leo
mineral; agentes hidratantes; agentes emulsionantes e de suspensdo; agentes
conservantes como metil e propil-hidroxi-benzoatos; agentes adogantes; e agentes
flavorizantes. As composicbes farmacéuticas podem ser formuladas para que
proporcionem liberag&o rapida, sustentada ou retardada do ingrediente ativo apos a
administragao ao paciente, empregando procedimentos conhecidos na técnica.
[0077] As composi¢des farmaceuticamente aceitaveis para uso nos presentes
meétodos, incluindo aquelas nas quais L. paracasei CBA L74 ou um ou mais
metabalitos produzidos por L. paracasei CBA L74 estdo contidos em um coloide para
liberac&o oral, podem ser preparadas de acordo com técnicas padrao. O L. paracasei
CBA L74 ou um ou mais metabdlitos produzidos por L. paracasei CBA L74 podem ser
secos e compactados por moagem ou pulverizagao e inseridos em uma capsula para
administracao oral. Em algumas modalidades, o L. paracasei CBA L74 ou um ou mais
metabalitos produzidos por L. paracasei CBA L74 podem ser combinados com um ou
mais excipientes, por exemplo, um desintegrante, um agente de preenchimento, um
deslizante ou um conservante. As capsulas adequadas incluem capsulas de involucro

duro ou capsulas de involucro mole. Qualquer coloide a base de lipidios ou a base de
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polimeros pode ser usado para formar a capsula. Os polimeros uteis exemplares para
o preparo de coloides incluem gelatina, polissacarideos vegetais ou seus derivados,
como carrageninas, e formas modificadas de amido e celulose, por exemplo,
hipromelose. Opcionalmente, outros ingredientes podem ser adicionados a solugao
do agente gelificante, por exemplo, plastificantes, como glicerina e/ou sorbitol, para
diminuir a dureza da capsula, agentes corantes, conservantes, desintegrantes,
lubrificantes e de tratamento a superficie. Em algumas modalidades, a capsula nado
inclui gelatina. Em outras modalidades, a capsula n&o inclui polissacarideos vegetais
ou seus derivados.

[0078] Independentemente da sua fonte original ou da maneira na qual s&o
obtidos, o L. paracasei CBA L74 ou um ou mais metabdlitos produzidos por L.
paracasei CBA L74 podem ser formulados de acordo com o seu uso. Essas
composi¢gbes podem ser preparadas de uma maneira conhecida na técnica
farmacéutica, e podem ser administradas por uma variedade de vias, dependendo se
o tratamento local ou sistémico € desejado ou da area a ser tratada. A administragéo
pode ser oral ou topica (incluindo liberagao oftalmica ou a membranas mucosas, entre
estas, intranasal, vaginal e retal). Em algumas modalidades, a administragao pode ser
pulmonar (por exemplo, por inalagdo ou insuflagao de pds ou aerossaois, incluindo por
nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica e transdérmica) ou ocular. Os
meétodos para liberagdo ocular podem incluir administracéo tépica (gotas oculares),
subconjuntival, periocular ou por injegdo intravitrea ou introdugao por cateter-baldo ou
insertos oftalmicos posicionados no saco conjuntival. A administragao parenteral inclui
injegdo ou infusdo intravenosa, intra-arterial, subcutanea, intraperitoneal ou
intramuscular; ou administracdo intracraniana, por exemplo, intratecal ou
intraventricular. A administracdo parenteral pode ser na forma de uma dose unica em
bolus, ou pode ser, por exemplo, por uma bomba de perfusdao continua. As

composicoes farmacéuticas e formulacdes para administragcao topica podem incluir
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adesivos intradérmicos, pomadas, lo¢des, cremes, géis, gotas, supositorios, sprays,
liquidos, pos e os semelhantes. Veiculos farmacéuticos convencionais, aquosos,
bases em pd ou oleosas, espessantes e 0s semelhantes podem ser necessarios ou
desejaveis.

[0079] As composicbes podem ser formuladas em forma de dose unitaria,
cada dose contendo, por exemplo, de aproximadamente 0,005 mg a
aproximadamente 2000 mg de L. paracasei CBA L74 ou de um ou mais metabdlitos
produzidos por L. paracasei CBA L74, por dose diaria. Em algumas modalidades, as
composi¢des podem conter o equivalente a aproximadamente 102, aproximadamente
103, aproximadamente 10% aproximadamente 105 aproximadamente 1068,
aproximadamente 107, aproximadamente 108,  aproximadamente 109,
aproximadamente 10'°, aproximadamente 10"" e aproximadamente 102 cfu/ml de L.
paracasei CBA L74. O termo "forma de dose unitaria" refere-se a unidades fisicamente
distintas, adequadas como doses unitarias para humanos e outros mamiferos, cada
unidade contendo uma quantidade predeterminada de material ativo, calculada para
produzir o efeito terapéutico desejado, em associagdo com um excipiente
farmacéutico adequado. Para preparar composigdes sélidas, tais como comprimidos,
o ingrediente ativo principal € misturado com um excipiente farmacéutico para formar
uma composicdo solida previamente formulada, contendo uma mistura homogénea
de um composto da presente invengdo. Quando essas composi¢cdes previamente
formuladas sao referidas como homogéneas, o ingrediente ativo esta tipicamente
disperso uniformemente por toda a composi¢cdo de modo que a composicao possa ser
rapidamente subdividida em formas igualmente eficazes de dose unitaria, tais como
comprimidos, pilulas e capsulas. Essa formulagao prévia solida € depois subdividida
em formas de dose unitaria do tipo descrito acima, contendo de, por exemplo, 0,005
mg a aproximadamente 1000 mg do L. paracasei CBA L74 ou de um ou mais

metabdlitos produzidos por L. paracasei CBA L74 da presente invengéo.
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[0080] As composicdes podem ser formuladas em uma forma de dose unitaria,
cada dose contendo, por exemplo, de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente
50 mg, de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 40 mg, de aproximadamente
0,1 mg a aproximadamente 20 mg, de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente
10 mg, de aproximadamente 0,2 mg a aproximadamente 20 mg, de aproximadamente
0,3 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente
10 mg, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 1 mg; de aproximadamente
0,5 mg a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente
50 mg, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 30 mg, de aproximadamente
0,5 mg a aproximadamente 20 mg, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente
10 mg, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 5 mg; de aproximadamente
1 mg de aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 30
mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg, de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg;
de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 5 mg a
aproximadamente 20 mg, de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 10 mg; de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 20 mg a
aproximadamente 200 mg, de aproximadamente 30 mg a aproximadamente 150 mg,
de aproximadamente 40 mg a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 50 mg
a aproximadamente 100 mg do ingrediente ativo.

[0081] Em algumas modalidades, os comprimidos ou pilulas da presente
invenc&o podem ser revestidos ou de outra forma compostos para fornecer uma forma
farmacéutica que oferega a vantagem de acgédo prolongada. Por exemplo, o
comprimido ou pilula podem compreender um componente interno e um componente
externo de forma farmacéutica, sendo o ultimo na forma de envelope sobre o primeiro.
Os dois componentes podem ser separados por uma camada entérica que tem como

funcdo resistir a degradacdo no estdmago e permitir que o componente interno
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permanecga intacto durante a passagem no duodeno ou que a sua liberagdo seja
retardada. Uma variedade de materiais pode ser usada para tais camadas ou
revestimentos entéricos, em que tais materiais incluem uma série de acidos
poliméricos e misturas de acidos poliméricos com tais materiais, como shellac, alcool
cetilico e acetato de celulose.

[0082] As formas liquidas nas quais as composi¢cdes da presente invengao
podem ser incorporadas para administragdo por via oral ou por injegdo incluem
solugcbes aquosas, xaropes com sabor adequadamente adicionado, suspensodes
aquosas ou oleosas e emulsdes com sabor adicionado por 6leos comestiveis, tais
como 6leo de semente de algod&o, oleo de gergelim, 6leo de coco ou oOleo de
amendoim, bem como elixires e veiculos farmacéuticos semelhantes.

[0083] A proporcao ou concentracdo das composi¢cdes da invengdo em uma
composicao farmacéutica pode variar dependendo de uma série de fatores, incluindo
dose, caracteristicas quimicas (por exemplo, hidrofobicidade) e a via de
administracdo. Por exemplo, o L. paracasei CBA L74 ou um ou mais metabdlitos
produzidos por L. paracasei CBA L74 da invengdo podem ser fornecidos em uma
capsula contendo de aproximadamente 0,005 mg a aproximadamente 1000 mg para
administracao oral.

METODOS DE USO

Transtornos relacionados ao gluten

[0084] As composicdes aqui reveladas sdo em geral e uteis de modo variado
para o tratamento de transtornos relacionados ao gluten. Os individuos para quem tal
tratamento € benéfico incluem aqueles que sofrem ou que estdo em risco de efeitos
toxicos quando da ingestao de gluten e de polipeptideos relacionados ao gluten. Tais
efeitos téxicos podem abranger um amplo espectro de sintomas, incluindo, entre
outros, inflamacgéo, reagcdes autoimunes, sintomas gastrointestinais tais como diarreia,

esteatorreia, distensdo abdominal, perda de peso, anemia, osteoporose, artrite,
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infertilidade, neuropatia periférica, insuficiéncia hepatica e depresséo. A toxicidade de
peptideos de gliadina pode derivar-se de mecanismos citotoxicos ou imunoldgicos, ou
uma combinacdo de mecanismos citotoxicos e imunolégicos. Um sintoma de
toxicidade de peptideos de gliadina pode incluir inflamacgao, reagbes autoimunes,
sintomas gastrointestinais como diarreia, esteatorreia, distensdo abdominal, perda de
peso, anemia, osteoporose, artrite, infertilidade, neuropatia periférica, insuficiéncia
hepatica e depressdo. Os transtornos relacionados ao gluten abrangem doencga
celiaca, incluindo os varios subtipos, por exemplo, doenga celiaca classica, doencga
celiaca atipica, doenca celiaca latente e doencga celiaca silenciosa, dermatite
herpetiforme, ataxia por gluten e sensibilidade ao gluten.

[0085] Os subtipos de doencga celiaca incluem doenga celiaca classica,
doenca celiaca atipica, doencga celiaca latente e doenca celiaca silenciosa. Os
sintomas classicos associados com a doenga celiaca sido diarreia, distensao
abdominal e déficit de crescimento. Esses sintomas sdo vistos mais comumente em
criangas entre 6 e 24 meses de idade. A doencga celiaca atipica € caracterizada por
sintomas gastrointestinais mais leves. Esse subtipo esta associado com
manifestacdes extraintestinais, como anemia por deficiéncia de ferro, osteoporose,
baixa estatura, artrite, infertilidade, neuropatia periférica, hipertransaminasemia e, em
alguns casos, insuficiéncia hepatica no momento do diagnéstico. A doenga celiaca
latente aplica-se a pacientes portadores de HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8, com ou sem
sorologia positiva, e que ndao desenvolveram ainda atrofia vilositaria, mas podem
apresentar leve inflamagéao leve ou ativagdo imune. Os pacientes nesse subconjunto
podem ser assintomaticos ou apresentar manifestagbes extraintestinais. A doenca
celiaca silenciosa é caracterizada por sorologia positive e atrofia vilositaria em um
paciente do contrario assintomatico. Depois de empreenderem uma dieta livre de
gluten, alguns pacientes assintomaticos notardo melhora em diferentes aspectos

fisicos e psicolégicos de suas vidas, tais como apetite melhorado, fadiga reduzida ou
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menos anormalidades comportamentais. Independentemente do subtipo, muitos
casos de doenga celiaca ndo sao diagnosticados, e expdéem pacientes ao risco de
complicagdes tardias, por exemplo, infertilidade e malignidades, por exemplo, linfoma
e carcinoma intestinal.

[0086] A apresentacdo da doenca celiaca pode variar bastante. A doenca
celiaca tipicamente apresenta-se em criangcas como uma doenca de déficit do
crescimento associada com sintomas classicos de ma absorg&o: predominantemente
perda de peso, esteatorreia e deficiéncias multiplas, embora possam estar presentes
outros sintomas extraintestinais, por exemplo, déficit no desenvolvimento axial da
altura e menarca retardada em meninas.

[0087] A prevaléncia de doenca celiaca é maior em condi¢cdes nas quais ha
risco, como histdrico familiar de doenca celiaca, doencas autoimunes, deficiéncia de
IgA, algumas sindromes genéticas (sindrome de Down, sindrome de Turner e
sindromes de William) e especialmente diabetes tipo 1 e tireoidite.

[0088] A predisposigdo genética desempenha uma fungado significante na
doencga celiaca. A doenga celiaca esta fortemente associada com genes especificos
do antigeno leucocitario humano (HLA) da classe I, HLA-DQ2 e HLA-DQS8, situados
no cromossomo 6p21. A maioria dos pacientes com doenca celiaca
(aproximadamente 95%) expressa genes codificadores da proteina HLA-DQ2 classe
Il do principal complexo de histocompatibilidade (MHC). Os demais pacientes séo
habitualmente positivos para HLA-DQ8. O haplotipo HLA-DQZ2 é comum e carregado
por aproximadamente 30% dos caucasianos, implicando que a presencga de HLA-DQ2
e/ou HLA-DQS8 é necessaria para o desenvolvimento da doenga, mas nao suficiente
por si sO, pois seu efeito estimado no risco € de somente 36% a 53%. Genes nao de
HLA também contribuem para a predisposi¢cao a doenca celiaca.

[0089] O diagndstico de doenga celiaca baseia-se tipicamente em critérios

multiplos, incluindo: 1) apresentagdo com sintomas tipicos da doenga celiaca; 2)

Petic&io 870220026850, de 29/03/2022, pag. 46/68



36/54

positividade de testes soroldgicos, incluindo, por exemplo, alto titulo de anticorpos IgA
contra tTG (anti-tTG), altos titulos de anticorpos contra peptideos desamidados de a-
gliadina; 3) gendtipos HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8; 4) enteropatia celiaca encontrada na
biopsia do intestino delgado; e 5) resposta a uma dieta livre de gluten. A grande
variabilidade de apresentacdo da doencga celiaca motivou alguns clinicos a adotarem
uma abordagem quantitativa, definida como a “regra quatro de cinco”. Ou seja, o
diagnostico de doencga celiaca é confirmado se pelo menos quatro dos cinco critérios
s&o satisfeitos.

[0090] A dermatite herpetiforme € uma manifestacdo cutdnea da doenca
celiaca, que se apresenta como erupcao com formacdo de bolhas e depdsitos
patognomoénicos de IgA na pele. Os sintomas predominantes sdo coceira e ardéncia
intensas. A erupg¢do cutdnea possui uma distribuigdo simétrica caracteristica. Os
cotovelos e a regido superior dos antebragos s&o afetados em mais de 90% dos
pacientes. Outros locais comumente envolvidos sdo as nadegas, os joelhos, os
ombros, o sacro, a face, o couro cabeludo, o pescogo e o tronco. Atrofia vilositaria do
tipo da doenga celiaca, na regidao superior da mucosa do intestino delgado, é
encontrada em 65% a 75% dos pacientes com dermatite herpetiforme. Mesmo em
pacientes com biopsias aparentemente normais, alteragdes sutis na mucosa, como
numero aumentado de linfocitos intraepiteliais, indicam sensibilizacdo ao gluten. Os
pacientes com dermatite herpetiforme podem exibir um arranjo de manifestacoes,
transtornos associados e complicagdes como em pacientes portadores de doenca
celiaca (doengas autoimunes, anemia por deficiéncia de ferro, osteoporose e
malignidade). Os pacientes com dermatite herpetiforme sdo geralmente postos em
uma dieta livre de gluten, ja que a erupgédo cutédnea da dermatite herpetiforme é
sensivel ao gluten.

[0091] Ataxia por gluten foi definida como ataxia esporadica de outra forma

idiopatica com marcadores soroldgicos positivos para sensibilizagdo ao gluten. Do
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mesmo modo que na doenga celiaca, € uma doencga autoimune caracterizada por
dano ao cerebelo resultando em ataxia. Os pacientes com ataxia por gluten
apresentam tipicamente alto titulo de anticorpos anti-gliadina. O depédsito disseminado
de anticorpos contra transglutaminase foi encontrado em volta de vasos cerebrais de
pacientes com ataxia por gluten. A ataxia por gluten habitualmente apresenta-se com
ataxia cerebelar pura ou, raramente, ataxia combinada com mioclonia, tremor palatal
ou opsoclonia-mioclonia. A ataxia por gluten € habitualmente de inicio insidioso com
idade média no aparecimento de 53 anos. Em muitos pacientes, havera evidéncia de
enteropatia na bidpsia intestinal. Pacientes positivos para anticorpos anti-gliadina ou
anticorpos anti-tTG sem qualquer causa alternativa para sua ataxia sdo normalmente
postos em uma dieta rigorosa livre de gluten com acompanhamento regular.

[0092] A sensibilidade ao gluten, também chamada de sensibilidade ao gluten
nao celiaca ou intolerancia ao gluten, é geralmente caracterizada como um transtorno
funcional, morfolégico e imunolégico, no qual faltam todas as caracteristicas da
doenga celiaca, mas que, ndo obstante, responde a exclusdo do gluten. A
sensibilidade ao gluten é distinta da doenca celiaca e ndo &€ acompanhada por
autoanticorpos anti-tTG ou outras comorbidades autoimunes. O intestino delgado de
pacientes com sensibilidade ao gluten é tipicamente normal. Os sintomas da
sensibilidade ao gluten podem assemelhar-se aqueles associados com a doencga
celiaca, porém com uma prevaléncia de sintomas extraintestinais, como alteracdes
comportamentais, dor 6ssea ou articular, caimbras musculares, dorméncia nas
pernas, perda de peso e fadiga crénica. Nao ha biomarcadores laboratoriais
especificos para sensibilidade ao gluten. O diagndstico normalmente baseia-se em
critérios de exclusdo; uma dieta com eliminagdo de alimentos contendo gluten,
seguida por um desafio aberto € o mais frequentemente usado para avaliar melhoras
na saude com a eliminagéo ou reducao de gluten na dieta dos pacientes.

Meétodos de tratamento
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[0093] Um individuo €& tratado eficazmente sempre que um beneficio
clinicamente benéfico resulta. O beneficio pode significar, por exemplo, resolugéo
completa dos sintomas associados com um transtorno relacionado ao gluten, redugéo
na gravidade dos sintomas associados com um transtorno relacionado ao gluten ou
desaceleragdo da progressao de sintomas associados com um transtorno relacionado
ao gluten. Esses métodos podem incluir ainda as etapas de a) identificar um individuo
(por exemplo, um paciente e, mais especificamente, um paciente humano) portador
de um transtorno relacionado ao gluten; e b) fornecer ao individuo uma composigéo
compreendendo L. paracasei CBA L74 ou um ou mais metabdlitos de L. paracasei
CBA L74 aqui descritos, tal como qualquer produto alimentar fermentado ou
composi¢cdo compreendendo L. paracasei CBA L74 em um veiculo fisiologicamente
aceitavel. Uma quantidade de tal composicao fornecida ao individuo que resulta em
resolucdo completa dos sintomas associados com um transtorno relacionado ao
gluten, redugéo na gravidade dos sintomas associados com um transtorno relacionado
ao gluten ou desaceleragao da progressao de sintomas associados com um transtorno
relacionado ao gluten é considerada uma quantidade terapeuticamente eficaz. Os
presentes meétodos podem também incluir uma etapa de monitoramento como ajuda
para otimizar a administracdo e esquema, bem como para predizer o resultado.

[0094] Os meétodos aqui revelados podem ser aplicados a uma grande
variedade de espécies, por exemplo, humanos, primatas ndo humanos (por exemplo,
macacos), cavalos, suinos, vacas ou outros animais de criagdo, caes, gatos ou outros
mamiferos mantidos por estimagdo, ratos, camundongos ou outros animais de
laboratério. As composi¢cdes aqui descritas sdo uUteis em composi¢cdes e esquemas
terapéuticos ou para a producdo de um medicamento para uso no tratamento de
condigbes como as descritas acima (por exemplo, um transtorno relacionado ao
gluten).

[0095] As composicdes aqui descritas podem ser administradas por via oral
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como parte da dieta diaria comum de um individuo. As composi¢des alimentares
podem ser administradas como suporte nutricional para criangas e adultos. Quando
formuladas como produtos farmacéuticos, as composi¢des podem ser administradas
a qualquer parte no corpo do hospedeiro para liberacdo subsequente a um alvo
celular. Uma composicdo pode ser liberada, entre outros, ao cérebro, ao liquido
cefalorraquidiano, a articulagbes, a mucosa nasal, ao sangue, aos pulmdes, aos
intestinos, a tecidos musculares, a pele ou a cavidade peritoneal de um mamifero. Em
termos de via de liberagdo, uma composicao pode ser fornecida por administracao
intravenosa, intracraniana, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intramuscular,
intrarretal, intravaginal, intratecal, intratraqueal, intradérmica ou por injecao
transdérmica, por administragdo oral ou nasal ou por perfusdo gradual ao longo do
empo. Em ainda outro exemplo, um preparado em aerossol de uma composi¢cado pode
ser fornecido a um hospedeiro por inalagao.

[0096] Independentemente de as composicdes serem formuladas como
produtos alimentares ou como produtos farmacéuticos, a dose necessaria dependera
da via de administracdo, da natureza da formulacdo, da natureza da condigao
individual, por exemplo, imaturidade do sistema imune ou um transtorno
gastrointestinal, do tamanho, peso, area de superficie, idade e sexo do individuo, de
outros farmacos em administragdo e do juizo dos clinicos responsaveis pelo
tratamento. As doses adequadas estédo na faixa de 0,01 -1,000 mg/kg. Algumas faixas
tipicas da dose s&o de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso
corporal ao dia. Em algumas modalidades, a faixa da dose varia de aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal ao dia. Em algumas
modalidades, a dose pode ser, por exemplo, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20
mg/kg, 50 mg/kg ou 100 mg/kg. A dose provavelmente dependera de variaveis tais
como o tipo e o grau de progressdo da doenga ou transtorno, a situagao global de

saude do paciente especifico, a eficacia bioldgica relativa do composto selecionado,
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a formulacao do excipiente e sua via de administragao.

[0097] Doses eficazes podem ser extrapoladas a partir de curvas de dose-
resposta derivadas de sistemas de teste in vitro ou em modelos animais. Por exemplo,
a analise de efeitos sobre a entrada na célula de peptideos de gliadina em ensaios
celulares pode ser util. As composicoes podem também ser analisadas quanto a
efeitos sobre respostas de anticorpos, produgdes de citocinas e respostas de células
T.

[0098] Prevé-se que havera amplas variacdes na dose necessaria em vista do
espectro de sintomas associados com transtornos relacionados ao gluten, a variedade
de alvos celulares e as eficiéncias diferentes de varias vias de administragdo. As
variagdes nesses niveis de dose podem ser ajustadas utilizando rotinas empiricas
padrao para otimizagcdo, bem como bem entendidas na técnica. As administragdes
podem ser unicas ou multiplas (por exemplo, 2 ou 3, 4, 6, 8, 10, 20, 50, 100, 150 ou
mais vezes). O encapsulamento dos compostos em um veiculo de liberagdo adequado
(por exemplo, microparticulas poliméricas ou em dispositivos implantaveis) pode
aumentar a eficiéncia da liberacao.

[0099] A duracao do tratamento com qualquer composigao aqui provida pode
ser qualquer extensdo de tempo, de tdo curta quanto apenas um dia a tdo longa
quanto o periodo inteiro de vida do hospedeiro (por exemplo, muitos anos). Por
exemplo, uma composi¢ao pode ser administrada uma vez por semana (durante, por
exemplo, 4 semanas a muitos meses ou anos); uma vez ao més (por exemplo, trés a
doze meses ou por muitos anos); ou uma vez ao ano por um periodo de 5 anos, dez
anos ou mais longo. Note-se também que a frequéncia de tratamento pode ser
variavel. Por exemplo, as composi¢cdes da presente invencdo podem ser
administradas uma vez (ou duas, trés vezes, etc.) ao dia, por semana, por més ou por
ano.

[00100] Qualquer método conhecido pelos técnicos no assunto pode ser
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empregado para determinar se uma determinada resposta é induzida. Métodos
clinicos capazes de avaliar o grau de um estado de doenga especifica podem ser
utilizados para determinar se uma resposta € induzida. Por exemplo, um individuo
pode ser monitorado quanto ao alivio sintomatico, por exemplo, alivio da diarreia, dor
abdominal, cdlicas, distensdo abdominal e capacidade para tolerar um desafio de
gluten. Alternativa ou adicionalmente, marcadores séricos, técnicas de imagem, por
exemplo, ultrassonografia, radiografia e métodos endoscopicos podem ser utilizados.

[00101] As composigcdes podem também ser administradas em conjunto com
outras modalidades terapéuticas. Essas modalidades terapéuticas variarao de acordo
com o transtorno especifico, porém podem incluir, por exemplo, medidas dietéticas,
como uma dieta livre de gluten. Em algumas modalidades, as medidas dietéticas
podem incluir a introdugéo de produtos a base de trigo de linhagens que tenham sido
construidas por beneficiamento genético seletivo ou tecnologias recombinantes para
expressar formas de gliadina que tenham numeros reduzidos de epitopos toxicos de
células T. Em algumas modalidades, uma medida dietética pode incluir um prebidtico,
ou seja, um agente que estimula o crescimento ou a atividade de uma ou mais
espécies da flora intestinal flora que trazem beneficios a saude do hospedeiro. Os
prebioticos exemplares incluem trans-galacto-oligossacarideo, inulina, fruto-
oligossacarideo e lactulose.

[00102] Outras modalidades terapéuticas incluem a administracdo de um
agente terapéutico. Um agente terapéutico pode ser uma enzima, por exemplo, uma
endopeptidase (também designada glutenase) que degrada o gluten, ao se direcionar
contra os peptideos ricos em prolina que do contrario resistiriam as proteases naturais
do corpo, e que contém peptideos altamente imunogénicos. As endopeptidases
exemplares incluem prolil endopeptidases e ALV003, uma combinagdo de uma
cisteina endoprotease derivada de sementes de cevada em germinagdo e uma prolil

endopeptidase do capsulado de Sphingomonas.
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[00103] Outros agentes terapéuticos incluem inibidores a permeabilidade
intestinal aumentada tipica da doenca celiaca, por exemplo, AT-1001 (larazotida) um
octapeptideo inibidor de permeabilidade paracelular que inibe o rearranjo do
citoesqueleto induzida por gliadinas de células epiteliais intestinais, a desmontagem
de jungdes oclusivas e o incremento no pico de actina F. Outros agentes terapéuticos
incluem inibidores de tTG, moduladores do sistema imune e terapia de
dessensibilizagdo com vacinas a base de peptideos (Nevvax2).

[00104] A administracdo concomitante de dois ou mais agentes terapéuticos
nao requer que os agentes sejam administrados ao mesmo tempo ou pela mesma via,
desde que exista uma sobreposicdo no periodo de tempo durante o qual os agentes
exercem seus efeitos terapéuticos. A administracdo simultdnea ou sequencial é
contemplada, da mesma forma que a administracédo em diferentes dias ou semanas.

ARTIGOS MANUFATURADOS

As composi¢cdes aqui descritas podem ser montadas em Kkits, junto com
instrucdes para o uso. Por exemplo, os kits podem incluir quantidades medidas de
uma composicado incluindo um ou mais produtos alimentares fermentados com L.
paracasei CBA L74. As instrugdes para uso podem ser transmitidas por qualquer meio
adequado. Por exemplo, estas podem ser impressas em um folheto incluso em um ou
mais idiomas ou fornecidas de forma audivel ou visual (por exemplo, em um disco
compacto). Os materiais para embalar podem incluir materiais de embalagem, por
exemplo, frascos-ampolas, pacotes, recipientes. Em algumas modalidades, os kits
podem incluir quantidades medidas de uma composi¢ao compreendendo L. paracasei
CBA L74 em um veiculo fisiologicamente aceitavel, juntamente com materiais de
embalagem e instrugdes para uso em qualquer um dos formatos descritos acima. Em
algumas modalidades, os kits podem incluir quantidades medidas de uma composigéo
compreendendo um ou mais metabolitos de L. paracasei CBA L74. Em algumas

modalidades, as composi¢des podem excluir células de L. paracasei CBA L74, ou
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seja, os metabdlitos podem ser parcial ou substancialmente separados das células de
L. paracasei CBA L74. Os componentes do kit podem ser adequados para uso
imediato. A invengao abrange kits, no entanto, que incluem formulagdes concentradas
e/ou materiais que podem necessitar diluigdo antes do uso.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Materiais e métodos

[00105] Peptideos: P31-P43 (SEQ ID NO.: 1) e P57-68 (SEQ ID NO.: 2) de a-
gliadina foram sintetizados in vitro e ligados ao fluorocromo, lissamina, pela Inbios,
Napoles, Italia. As analises cromatograficas indicam que os peptideos eram 99%
puros.

[00106] Ensaio de entrada de peptideos em CaCo2: Culturas de células

CaCo2, uma linhagem celular de carcinoma epitelial de célon humano, foram
incubadas com os peptideos marcados durante 15 minutos. Os peptideos marcados
foram removidos por lavagem repetida, e as células foram examinadas sob um
microscopio confocal. A analise morfolégica mostrou que, depois de 15 minutos de
incubacgédo, os peptideos marcados haviam entrado nas células e se localizado em
vesiculas endociticas, as quais apareceram como pequenos pontos coloridos.
Realizou-se a analise quantitativa utilizando um pacote de software dedicado que
avaliava a intensidade de fluorescéncia de multiplos campos microscopicos.

[00107] Cultura de células CaCo2: As células CaCo-2 foram cultivadas em

Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (GIBCO, San Giuliano Milanese,
Italia), soro bovino fetal 10% (FBS) (GIBCO, San Giuliano Milanese, Italia) e glutamina
1 mM (GIBCO, San Giuliano Milanese, Italia), em uma incubadora a uma temperatura
de 37 °C e concentracédo de CO2 de 5%.

[00108] Cultura de L. paracasei CBA L74: L. Paracasei CBA L74 (Numero de
Acesso do Depositario Internacional LMG P-24778) foi isolado como descrito em WO

2012/177556, cujo conteudo é aqui incorporado, em sua totalidade, por referéncia
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neste pedido de patente. As células foram cultivadas em 50 ml de DMEM
suplementado com FBS e Glu, durante a noite a 37 °C e 160 oscilagdes por minutos.
A concentracdo bacteriana foi medida por espectrofotometria em um
espectrofotometro Beckman DU-7, a um comprimento de onda de 600 nm. A leitura
da Densidade Optica (OD) foi usada para calcular a concentragdo bacteriana como
segue: OD 2 = 1,5 x 10° cfu/ ml. As diferentes concentrages bacterianas usadas para
os experimentos foram obtidas diluindo a cultura bacteriana em meio fresco sem
antibidtico. Para os experimentos usando apenas o sobrenadante, a cultura bacteriana
foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi recuperado e passado através de um filtro com tamanho de poro de 0,2 micra.

[00109] Peptideos de gliadina e EGF-Alexa-488: Peptideos sintéticos (Inbios,

95% de pureza, analise MALDI-toff, como previsto) foram obtidos por filtragdo em
Ultrasart-D20 (Sartorius AG, Goettingen, Alemanha). O peptideo P31-43 tinha a
sequéncia de aminoacidos: LGQQQAQPFPPQQPY (SEQ ID NO.: 1). O peptideo P57-68
tinha a sequéncia de aminoacidos: QLQPFPQPQLPY (SEQ ID NO.: 1). Os peptideos
foram conjugados com lissamina, um fluorocromo vermelho excitado por laser HeNe1
(543 nm) com emissao de banda Long de 610 nm. EGF-Alexa-488 foi obtido da
Molecular Probes, San Giuliano Milanese, ltalia.

[00110] Ensaio de fluorescéncia: Testou-se o efeito de L. paracasei CBA L74

sobre a entrada de peptideos de gliadina ou de EGF-Alexa em células Caco-2. As
células CaCo2 foram cultivadas em laminulas estéreis de vidro, transferidas para
placas de 24 pocos e tratadas com concentracdes diferentes de L. paracasei CBA
L74, em uma faixa de 10* a 108 cfu/ml. Para experimentos usando o sobrenadante
livre de células, as células CaCo2 foram tratadas com sobrenadante de L. paracasei
CBA L74, coletado de culturas de L. paracasei CBA L74 que haviam atingido uma
densidade de 108 cfu/ml. O sobrenadante foi usado fresco ou depois da exposi¢cdo ao

calor. Em alguns experimentos, o sobrenadante foi aquecido a 80 °C por 15 minutos.
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Em outros experimentos, o sobrenadante foi fervido por 5 minutos. As células CaCo2
foram tratadas com os diferentes preparados bacterianos em atmosfera de CO2 5% e
37 °C, por 30 minutos, e depois incubadas com os peptideos de gliadina P31-43-
lissamina (liss) ou P57-68"ss ou com EGF-Alexa-488. As concentragdes dos peptideos
foram como segue: P31-43'ss e P57-68"ss a 20 microgramas/ml: peptideos nao
marcados foram usados a 50 microgramas/ml; EGF-Alexa-488 a 10 microgramas/ml.
Depois da adigdo dos peptideos, as células foram incubadas em atmosfera de CO2
5% a 37 °C por 30 minutos. O meio foi entdo removido por trés lavagens com PBS 1X
(Gibco). As laminulas foram rapidamente (5 minutos) fixadas com paraformaldeido 3%
(Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente, depois montadas e observadas por
microscopia confocal (LSM 510 Zeiss). Imagens foram geradas e analisadas com o
software AlIS Zeiss para avaliar a intensidade de fluorescéncia do campo magnético
em consideragao. A ampliagdo dos micrograficos foi igual para as figuras mostradas
(objetiva 63%). Os peptideos marcados e EGF-Alexa apareceram em vesiculas de
endocitose que aparecem como pequenos pontos coloridos em vermelho (peptideos)
ou em verde (EGF).

[00111] Analise estatistica: A analise estatistica e os graficos foram obtidos

com GraphPad Prism. A média e desvios padroes foram calculados. Estes foram
avaliados pelo teste t de Student. Resultados com valores de p <0,05 foram
considerados significantes.

Exemplo 2: Efeito de L. paracasei CBA L74 vivo sobre a entrada de peptideos
de a-gliadina

[00112] L. paracasei CBA L74 vivo reduziu a entrada de P31-43 e P57-68 em
células CaCoZ2. Imagens de fluorescéncia confocal sdo mostradas na Figura 1. Células
controle (painéis a esquerda) que foram incubadas com P31-43 marcado com
lissamina, na auséncia de L. paracasei CBA L74, mostraram padrdes distintos de

fluorescéncia que correspondiam a vesiculas endociticas contendo P31-43 (setas
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brancas). Em contraste, a fluorescéncia era menor em células que foram incubadas
com P31-43 marcado com lissamina na presenga de L. paracasei CBA L74 (painéis a
direita).

[00113] A analise quantitativa indicou que o efeito de L. paracasei CBA L74
sobre a entrada de P31-43 era dose-dependente e estatisticamente significante. A
Figura 2 mostra os resultados de cinco experimentos independentes em amostras
duplicadas. A intensidade de fluorescéncia foi calculada para 30 campos aleatorios
em cada amostra. Conforme mostrado na Figura 2, o tratamento de células CaCo2
com 104, 10% e 108 L. paracasei CBA L74 resultou em uma redugéo estatisticamente
significante, dose-dependente na entrada de P31-43.

[00114] Um efeito similar foi observado para o peptideo P57-68. O
experimento mostrado na Figura 3 foi realizado exatamente como o experimento da
Figura 2, exceto que P57-68 foi usado em lugar de P31-43. Conforme mostrado na
Figura 3, o tratamento de células CaCo2 com 104, 10° e 108 L. paracasei CBA L74
resultou em uma redugédo estatisticamente significante, dose-dependente na entrada
de P57-68.

Exemplo 3: Efeito do DNA isolado de L. paracasei CBA L74 sobre a entrada
de peptideos de a-gliadina

[00115] O DNA de L. paracasei CBA L74 foi extraido e purificado por métodos
padrao. Conforme mostrado na Figura 4, o tratamento de células CaCo2 com P31-43
na presenca de uma quantidade de DNA de L. paracasei CBA L74, equivalente aquele
de 108 células, nio bloqueou a entrada do peptideo.

Exemplo 4: Efeito de sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 sobre
a entrada de peptideos de a-gliadina

[00116] O sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 foi coletado por
centrifugagéo, e o sobrenadante da cultura foi filtrado para remover bactérias vivas e

residuos celulares. O sobrenadante do equivalente a 108 células foi aplicado a células
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CaCo2 na presenca do peptideo P31-43. Células CaCo2 controle foram tratadas com
108 células de L. paracasei CBA L74 vivo. A Figura 5 mostra os resultados de quatro
experimentos independentes em amostras duplicadas. A intensidade de fluorescéncia
foi calculada para 30 campos aleatorios em cada amostra.

[00117] Conforme retratado no grafico de barras da Figura 5a, o tratamento
de células CaCo2 com células de L. paracasei CBA L74 vivo mais uma vez resultou
em uma reducgdo estatisticamente significante na entrada do peptideo P31-43. O
tratamento de células CaCo2 com o sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74
resultou em uma reducdo de magnitude similar. Imagens confocais para este
experimento sdo apresentadas na Figura 5b. Essas imagens mostram claramente que
0 sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 reduziu a entrada do peptideo
P31-43.

[00118] Os resultados de um experimento similar no qual P57-68 foi
substituido por P31-43 sdo mostrados na Figura 6. O tratamento de células CaCo2
com células de L. paracasei CBA L74 vivo mais uma vez resultou em uma redugéo
estatisticamente significante na entrada do peptideo P57-68 (Figura 6a). O tratamento
de células CaCo2 com um sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 resultou
em uma redugao de magnitude similar. Imagens confocais para este experimento s&o
apresentadas na Figura 6b. Essas imagens mostram claramente que o sobrenadante
da cultura de L. paracasei CBA L74 reduziu a entrada do peptideo P57-68.

Exemplo 5: Efeito de sobrenadante tratado com calor da cultura de L.
paracasei CBA L74 sobre a entrada de peptideos de a-gliadina

[00119] O sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 foi coletado de
acordo com o método do Exemplo 4 e depois foi aquecido por 30 minutos a 37 ° ou a
80 °C por 30 minutos. Os sobrenadantes aquecidos foram entao resfriados e aplicados
a células CaCo2 na presenga de P31-43. A Figura 7 mostra os resultados de cinco

experimentos independentes em amostras duplicadas para células controle que nao
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foram tratadas com sobrenadante; cinco experimentos independentes em amostras
duplicadas para células controle tratadas com sobrenadante ndo aquecido (“37 °C”) e
dois experimentos independentes em amostras duplicadas para células que haviam
sido tratadas com sobrenadante aquecido (“80 °C”). A intensidade de fluorescéncia foi
calculada para 30 campos aleatérios em cada amostra. Conforme mostrado na Figura
7, o sobrenadante aquecido para 80°C reteve a capacidade do sobrenadante nao
aquecido para bloquear a entrada do peptideo P31-43 em células CaCo2. Imagens
confocais para esse experimento sao apresentadas no painel a direita da Figura 7.
Essas imagens mostram claramente que o sobrenadante tratado com calor da cultura
de L. paracasei CBA L74 reduziu a entrada do peptideo P31-43 na mesma medida
feita pelo sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 nao tratado com calor.
Considerados em conjunto, esses dados sugerem que o efeito do sobrenadante da
cultura de L. paracasei CBA L74 nao resultava de atividade enzimatica.

Exemplo 6: Efeito de arroz fermentado e de aveia fermentada por L. paracasei
CBA L74 sobre a entrada de peptideos de a-gliadina

[00120] Preparou-se arroz fermentado por L. paracasei CBA L74. O arroz
fermentado, o sobrenadante do arroz fermentado ou o sobrenadante tratado com calor
do arroz fermentado foram aplicados a células CaCo2 na presenca do peptideo P31-
43, e a entrada do peptideo foi monitorada de acordo com o método do Exemplo 2.
Conforme mostrado na Figura 8, todos os trés tratamentos - arroz fermentado,
sobrenadante do arroz fermentado ou sobrenadante tratado com calor do arroz
fermentado - reduziram a entrada do peptideo em relacdo a células CaCo2 nao
tratadas. Conforme mostrado na Figura 9, a redu¢éo na entrada do peptideo P31-43
na presenga de arroz fermentado foi estatisticamente significante (barras do lado
direito). Um efeito similar, estatisticamente significante foi observado na presencga de
aveia fermentada (barras do lado esquerdo).

Exemplo 7: Efeito de arroz fermentado e de aveia fermentada por L. paracasei
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CBA L74 sobre a entrada de Dextran-Texas Red em células CaCo2

[00121] Preparou-se arroz fermentado e aveia fermentada por L. paracasei
CBA L74. Conforme mostrado na Figura 10, a incubagao de células CaCo2 com arroz
fermentado ou aveia fermentada resultou em uma redugdo estatisticamente
significante na entrada de células de Dextran-Texas Red em relagdo a células que
haviam sido tratadas com arroz ou com aveia ndo fermentados, respectivamente.
Considerando que Dextran € em geral captado por células via macropinocitose, esses
dados sugeriram que metabdlitos de L. paracasei CBA L74 sao capazes de bloquear
a via macropinocitica.

Exemplo 8: Efeito de sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 sobre
a entrada de fator de crescimento epidérmico (EGF) em células CaCo2

[00122] O sobrenadante da cultura de L. paracasei CBA L74 foi coletado de
acordo com o método do Exemplo 4 e aplicado a células CaCo2 na presenca de EGF
conjugado a Alexa Fluor® (Invitrogen). Conforme retratado no grafico de barras da
Figura 11, o tratamento de células CaCo2 com o sobrenadante da cultura de L.
paracasei CBA L74 resultou em uma redugéo estatisticamente significante na entrada
celular de EGF. Imagens confocais para esse experimento sdo mostradas na Figura
12. Considerando que a captacao de EGF requer ligagao especifica ao receptor, por
exemplo, a um receptor de EGF, esses dados sugeriram que metabdlitos de L.
paracasei CBA L74 sao capazes de bloquear a via endocitica mediada por clatrina.

Exemplo 9: Efeito dependente da concentracdo de L. paracasei CBA L74
sobre a entrada de P31-43 e P57-68 em células CaCo2

[00123] Células CaCo2 foram tratadas com concentragcdes crescentes de L.
Paracasei CBA L74 e depois incubadas com os peptideos de gliadina P31-43'ss ou
P57-68"ss como descrito no Exemplo 1. Vesiculas de endocitose que continham P31-
43 marcado ou P57-68 marcado apareceram como pontos vermelhos com distribuicao

citosolica apdés 30 minutos de exposi¢ao. O tratamento com L. paracasei CBA L74
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resultou em uma reducédo dose-dependente na entrada de P31-43 e de P57-68 em
células CaCo2. Conforme mostrado nas Figuras 13b, 13c e 13d, para P31-43, o
tratamento com 104, 10% e 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74, respectivamente,
resultou em uma reducéo da intensidade de fluorescéncia em relagédo aquela vista em
células controle n&o tratadas (Figura 13a). As setas brancas indicam vesiculas
contendo P31-43'ss. Esses resultados sdo apresentados quantitativamente na Figura
14. A intensidade de fluorescéncia foi calculada para 30 campos aleatérios de cada
amostra. Os dados na Figura 14 eram representativos de cinco experimentos
independentes. O grafico em barras na Figura 14 compara a intensidade de
fluorescéncia de células controle ndo tratadas (“UN”) com aquela de células que foram
expostas a P31-43'ss na presenga de 10%, 108 ou 108 cfu/ml de células de L. paracasei
CBA L74. O tratamento com L. paracasei CBA L74 resultou em uma redugéo
estatisticamente significante na intensidade de fluorescéncia de 50%, 70% e 75%,
respectivamente para 104, 108 ou 102 cfu/ml de células de L. paracasei CBA L74
(***=p<0,001).

[00124] Conforme mostrado nas Figuras 15b, 15¢c e 15d, para P57-68"ss, o
tratamento com 104, 10% e 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74, respectivamente,
resultou em uma reducéo da intensidade de fluorescéncia em relagéo aquela vista em
células controle n&o tratadas (Figura 15a). As setas brancas indicam vesiculas
contendo P57-68's. Esses resultados sdo apresentados quantitativamente na Figura
16. A intensidade de fluorescéncia foi calculada para 30 campos aleatérios de cada
amostra. Os dados na Figura 16 eram representativos de cinco experimentos
independentes. O grafico em barras na Figura 16 compara a intensidade de
fluorescéncia de células controle ndo tratadas (“UN”) com aquela de células que foram
expostas a P57-68'ss na presenga de 10%, 108 ou 108 cfu/ml de células de L. paracasei
CBA L74. O tratamento com L. paracasei CBA L74 resultou em uma redugéo

estatisticamente significante na intensidade de fluorescéncia de 25%, 25% e 50%,

Petic&io 870220026850, de 29/03/2022, pag. 61/68



51/54

respectivamente, para 104, 106 ou 108 cfu/ml de células de L. paracasei CBA L74.
Conforme mostrado nas Figuras 15B, 15C e 15D, para P57-68, o tratamento com 104,
108 e 108 cfu/ml de L. paracasei CBA L74 resultou em uma reducéo da intensidade de
fluorescéncia de 25%, 25% e 50%, respectivamente, em relagcado a células controle
nao tratadas (***=p<0,001).

[00125] Conforme mostrado na Figura 17, o tratamento com 108 cfu/ml de L.
paracasei CBA L74 reduziu a intensidade de fluorescéncia em 75%, para P31-43, e
em 50% para P57-68. Esses dados sugeriram que L. paracasei CBA L74 pode ser
mais eficiente em reduzir a entrada de P41-43 do que em reduzir a entrada de P57-
68, possivelmente refletindo vias endociticas diferentes.

Exemplo 10: Efeito dependente da concentragdo de sobrenadante de L.
paracasei CBA |74 sobre a entrada de P31-43 e P57-68 em células CaCo2

[00126] Células CaCo2 foram tratadas com sobrenadante de L. paracasei
CBA L74 ou com DNA de L. paracasei CBA L74 como descrito no Exemplo 1. As
células CaCo2 foram incubadas por 30 minutos em sobrenadante ou DNA do
equivalente a 108 cfu/ml. Conforme mostrado nas Figuras 18b e 18c, o tratamento com
células de L. paracasei CBA L74 ou sobrenadante de L. paracasei CBA L74,
respectivamente, resultou em uma redugdo na intensidade de fluorescéncia em
células expostas a P31-43"ss, em relagéo aquela vista em células controle néo tratadas
(Figura 18a). Esses resultados sdo apresentados quantitativamente na Figura 19. A
intensidade de fluorescéncia foi calculada para 30 campos aleatérios de cada
amostra. Os dados na Figura 19 eram representativos de cinco experimentos
independentes. O grafico em barras na Figura 19 compara a intensidade de
fluorescéncia de células controle ndo tratadas (“UN”) com aquela de células que foram
expostas a P31-43-ss na presenga de 102 cfu/ml de células de L. paracasei CBA L74
(“LP 108") ou o sobrenadante de L. paracasei CBA L74 proveniente de uma cultura de

L. paracasei CBA L74 a 108 cfu/ml (“Sup LP 10%"). Conforme mostrado na Figura 19,
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o sobrenadante de L. paracasei CBA L74 reduziu significativamente a entrada de P31-
43 em células CaCo2, calculado como reducéo de intensidade de fluorescéncia, em
aproximadamente 25% relativamente a células controle nao tratadas (***=p<0,001).

[00127] Conforme mostrado nas Figuras 20b e 20c, o tratamento com células
de L. paracasei CBA L74 ou com sobrenadante de L. paracasei CBA L74,
respectivamente, resultou em uma redugdo na intensidade de fluorescéncia em
células expostas a P57-68"s, em relagdo aquela vista em células controle ndo tratadas
(Figura 20a). T Esses resultados sao apresentados quantitativamente na Figura 21. O
grafico em barras na Figura 21 compara a intensidade de fluorescéncia de células
controle ndo tratadas (“UN”) com aquela de células que foram expostas a P57-68"ss
na presenca de 102 cfu/ml de células de L. paracasei CBA L74 (“LP 10%") ou de
sobrenadante de L. paracasei CBA L74 (“Sup LP 108”) proveniente de uma cultura de
L. paracasei CBA L74 a 108 cfu/ml. Conforme mostrado na Figura 21, o sobrenadante
de L. paracasei CBA L74 reduziu significativamente a entrada de P31-43 em células
CaCo2, calculado como reducdo de intensidade de fluorescéncia, em
aproximadamente 40% relativamente a células controle nao tratadas (***=p<0,001).

[00128] Em contraste, o tratamento com DNA purificado de L. paracasei CBA
L74 n&o teve efeito sobre a entrada de P31-43 ou P57-68 em células CaCo2.
Considerados em conjunto, esses dados sugeriram que o metabdlito, responsavel por
reduzir a entrada dos peptideos, pode ter sido secretado no sobrenadante da cultura
bacteriana.

Exemplo 11: Efeito de sobrenadante de L. paracasei CBA L74 sobre a entrada
de EGF-Alexa 488 em células CaCo2

[00129] Células CaCo2 foram tratadas com o sobrenadante de L. paracasei
CBA L74 proveniente de uma cultura de L. paracasei CBA L74 a 108 cfu/ml, seguido
por incubacdo com EGF-Alexa 488 por 30 minutos como descrito no Exemplo 1.

Conforme mostrado na Figura 22b, o tratamento com o sobrenadante de L. paracasei
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CBA L74 resultou em uma redugao na intensidade de fluorescéncia de células
expostas a EGF-Alexa 488, em relagao aquela vista em células controle n&o tratadas
(Figura 22a). Esses resultados sdo apresentados quantitativamente na Figura 23. A
intensidade de fluorescéncia foi calculada para 30 campos aleatérios de cada
amostra. Os dados na Figura 23 eram representativos de cinco experimentos
independentes. O grafico em barras na Figura 23 compara a intensidade de
fluorescéncia de células controle ndo tratadas (“UN”) com aquela de células que foram
expostas a EGF-Alexa 488 na presenga do sobrenadante de L. paracasei CBA L74
sobrenadante (“Sup LP 10%"). Conforme mostrado na Figura 23, o L. paracasei CBA
L74 reduziu significativamente a entrada de EGF-Alexa 488 em células CaCo2,
calculada como reducéao de intensidade de fluorescéncia, em aproximadamente 50%
relativamente a células controle ndo tratadas. A entrada de EGF-ALexa 488 pareceu
ser bloqueada na membrana das células (***=p<0,001).

Exemplo 12: Efeito de sobrenadante de L. paracasei CBA L74 sobrenadante
sobre a entrada de P31-43 em células CaCo2 apds a remocgao do sobrenadante

[00130] Células CaCo2 foram incubadas com o sobrenadante de L. paracasei
CBA L74 proveniente de uma cultura de L. paracasei CBA L74 a 108 cfu/ml por 30
minutos como descrito no Exemplo 1. O sobrenadante de L. paracasei CBA L74 foi
depois removido e substituido por DMEM. P31-43"ss foi adicionado e a entrada do
peptideo foi monitorada como descrito no Exemplo 1. Conforme se mostra na Figura
24c, a entrada de P31-43-liss foi reduzida significativamente, em relagdo a células
controle ndo tratadas (Figura 24a) mesmo apos o sobrenadante de L. paracasei CBA
L74 ter sido removido e substituido por DMEM. A Figura 24b mostra células CaCo2
que haviam sido tratadas com sobrenadante de L. paracasei CBA L74 que nao havia
sido removido. O grafico em barras na Figura 25 compara a intensidade de
fluorescéncia de células controle nao tratadas ("UN"); células que foram expostas a

P31-43-liss na presenga do sobrenadante de L. paracasei CBA L74 ("Sup LP 108") e
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células que foram expostas a P31-43-liss apds a remoc¢ao do sobrenadante de L.
paracasei CBA L74 ("MEM") (***=p<0,001).

Exemplo 13: Efeito de sobrenadante tratado com calor de L. paracasei CBA
L74 sobre a entrada de P31-43 em células CaCo2

[00131] Células CaCo2 foram incubadas com sobrenadante de L. paracasei
CBA L74 (proveniente de uma cultura de L. paracasei CBA L74 a 108 cfu/ml) que havia
sido tratado por ebulicdo durante 5 minutos ou por incubagao a 80 °C por 15 minutos.
A entrada de P31-43-liss foi analisada como descrito no Exemplo 1. Como se mostra
na Figura 26d, a entrada de P31-43-liss foi reduzida, em relagdo a células controle
nao tratadas (Figura 24a) mesmo depois de se aquecer o sobrenadante de L.
paracasei CBA L74 para 80 °C. Em contraste, a entrada de P31-43-liss ndo reduziu
significativamente (Figura 26c¢), em relagdo a células controle ndo tratadas (Figura
24a) quando o sobrenadante de L. paracasei CBA L74 havia sido aquecido a 95 °C -
100 °C. A Figura 26b mostra células CaCo2 que haviam sido tratadas com
sobrenadante de L. paracasei CBA L74 que ndo havia sido tratado. O grafico em
barras na Figura 27 compara a intensidade de fluorescéncia de células controle ndo
tratadas (“UN”); células que foram expostas a P31-43-liss na presenga de
sobrenadante de L. paracasei CBA L74 (“Sup LP 10%") que nao havia sido tratado com
calor; células que foram expostas a P31-43-liss na presenga de sobrenadante de L.
paracasei CBA L74 que havia sido fervido (“95°-100°"); e células que foram expostas
a P31-43-liss na presencga de sobrenadante de L. paracasei CBA L74 sobrenadante
que havia sido aquecido a 80 °C (“70°- 80°”). Considerados em conjunto, esses dados
sugeriram que o efetor bioldgico no sobrenadante de L. paracasei CBA L74 pode n&o
ser uma enzima, pois a atividade enzimatica é tipicamente destruida por temperaturas

de 80 °C (***=p<0,001).
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REIVINDICACOES

1. Uso de Lactobacillus paracasei CBA L74, Numero de Acesso do
Depositario Internacional LMG P-24778, CARACTERIZADO pelo fato de que € para
a preparagao de uma composicao para tratar doenca celiaca, reduzindo um sintoma
de toxicidade de peptideos de gliadina em um individuo tendo doenga celiaca ao
fornecer uma barreira aumentada para a translocagdo de um peptideo de gliadina
através de uma mucosa intestinal do individuo.

2. Uso, de acordo com a reivindicagcao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a composicao € substancialmente livre de células de Lactobacillus paracasei CBA
L74, Numero de Acesso do Depositario Internacional LMG P-24778.

3. Uso, de acordo com a reivindicagcao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o peptideo de gliadina é um peptideo de a-gliadina.

4. Uso, de acordo com a reivindicagcdo 3, CARACTERIZADO pelo fato de que
o peptideo de a-gliadina tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo consistindo em LGQQQPFPPQQPY (SEQ ID NO: 1); QLQPFPQPQLPY (SEQ
ID NO: 2); LGQQQPFPPQQPYPQPQPF (SEQ ID NO: 3); e
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 4).

5. Uso, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a composicdo compreende um produto alimenticio.

6. Uso, de acordo com a reivindicagcao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a composicdo compreende um veiculo farmacéutico.

7. Uso, de acordo com a reivindicagcao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a composicao € uma cultura de células de Lactobacillus paracasei CBA L74 viva ou
nao-replicante, Numero de Acesso do Depositario Internacional LMG P-24778.

8. Uso, de acordo com a reivindicagcao 7, CARACTERIZADO pelo fato de que
as células da cultura ndo-replicante de Lactobacillus paracasei CBA L74 sao mortas,

Numero de Acesso do Depositario Internacional LMG P-24778.
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