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"COMPOSICOES COMPREENDENDO CEPAS
BACTERIANAS".
CAMPO TECNICO
[001] Esta invengcdo esta no campo das composicoes

compreendendo cepas bacterianas isoladas do trato digestivo de
mamiferos e o uso destas composi¢cdes no tratamento de doencas.
FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

[002] O intestino humano é considerado estéril in utero, mas é
exposto a uma ampla variedade de micrébios maternos e ambientais
imediatamente apds o nascimento. A partir dai, ocorre um periodo
dinéamico de colonizagao e sucess&o microbiana, que € influenciado por
fatores como modo de transmissdo, ambiente, dieta e gendtipo do
hospedeiro, os quais impactam na composigdo da microbiota intestinal,
particularmente no inicio da vida. Posteriormente, a microbiota se
estabiliza e amadurece [1]. A microbiota intestinal humana contém mais
de 500-1000 filotipos diferentes pertencentes essencialmente a duas
principais divisdes bacterianas, os Bacteroidetes e os Firmicutes [2]. As
relagdes simbidticas bem-sucedidas que surgem da colonizagéo
bacteriana do intestino humano produziram uma ampla variedade de
funcdes metabdlicas, estruturais, protetoras e outras funcdes benéficas.
As atividades metabdlicas aprimoradas do intestino colonizado
garantem que componentes outrora indigeriveis sejam degradados com
a liberacdo de subprodutos, fornecendo uma importante fonte de
nutrientes para o hospedeiro. Da mesma forma, a importancia
imunolégica da microbiota intestinal é bem reconhecida e é
exemplificada em animais livres de germes que tém um sistema
imunolégico debilitado que é funcionalmente reconstituido apds a
introducao de bactérias comensais [3-5].

[003] Mudancas dramaticas na composi¢ao da microbiota foram

documentadas em disturbios gastrointestinais, como a doenca
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inflamatdria intestinal (DIl). Por exemplo, os niveis de bactérias
Clostridium cluster XIVa sao reduzidos em sujeitos com DII, enquanto
os numeros de E. coli sdo elevados, sugerindo uma mudanga no
equilibrio de simbiontes e patobiontes dentro do intestino [6-9].

[004] Em reconhecimento do potencial efeito positivo que certas
cepas bacterianas podem ter no intestino animal, varias cepas tém sido
propostas para uso no tratamento de varias doengas (ver, por exemplo,
[10-13]). Além disso, certas cepas, incluindo principalmente as de
Lactobacillus e Bifidobacterium, foram propostas para uso nho
tratamento de varias doencgas inflamatérias e autoimunes que nao estao
diretamente ligadas ao intestino (ver [14] e [15] para analise).
Entretanto, a relacdo entre diferentes doencas e diferentes cepas
bacterianas, e os efeitos precisos de cepas bacterianas especificas no
intestino e a um nivel sistémico e em quaisquer tipos especificos de
doencas sao mal caracterizados, particularmente para disturbios
neurodegenerativos.

[005] Recentemente, houve um interesse crescente na técnica em
relagédo a alteragdes no microbioma intestinal que podem desempenhar
um papel fisiopatolégico nas doencas cerebrais humanas [16].
Evidéncias pré-clinicas e clinicas estdo sugerindo fortemente uma
ligacdo entre o desenvolvimento do cérebro e a microbiota [17]. Um
crescente corpo de literatura pré-clinica demonstrou sinalizacao
bidirecional entre o cérebro e o microbioma intestinal, envolvendo varios
sistemas de sinalizacdo neurdcrina e endodcrina. De fato, niveis
elevados de espécies de Clostridium no microbioma foram associados
a disturbios cerebrais [18], e um desequilibrio dos filos Bacteroidetes e
Firmicutes também foi implicado em disturbios do desenvolvimento
cerebral [19]. Sugestbes de que niveis alterados de comensais
intestinais, incluindo os dos géneros Bifidobacterium, Lactobacillus,

Sutterella, Prevotella e Ruminococcus e da familia Alcaligenaceae
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estejam envolvidos em disturbios imunomediados do sistema nervoso
central (SNC), sdo questionadas por estudos que sugerem uma falta de
alteracdo na microbiota entre pacientes e sujeitos saudaveis [19].
Também houve sugestdes de que a administragao de probidticos pode
ser benéfica no tratamento de disturbios neurolégicos. No entanto,
esses estudos falharam em concluir que as composi¢des probidticas por
si s0 podem alcancar beneficios terapéuticos com relacédo ao tratamento
da neurodegeneracdo e nao mostraram efeitos uteis para nenhuma
bactéria em particular [20, 21]. Isso indica que, atualmente, o efeito
pratico da relagcdo entre o microbioma e as doencgas cerebrais humanas
€ pouco caracterizado. Consequentemente, sdo necessarios estudos
analiticos mais diretos para identificar o impacto terapéutico da
alteragao do microbioma nos disturbios neurodegenerativos.

[006] Existe uma necessidade na técnica de novos métodos de
tratamento de disturbios neurodegenerativos. Existe também uma
necessidade de que os potenciais efeitos das bactérias intestinais sejam
caracterizados, de modo que novas terapias que usem bactérias
intestinais possam ser desenvolvidas.

SUMARIO DA INVENGAO

[007] Os inventores desenvolveram novas terapias para o
tratamento e a prevencdo de disturbios neurodegenerativos. Em
particular, os inventores identificaram que as bactérias comensais que
produzem certos acidos organicos tém atividades neuroprotetoras e
podem ser eficazes no tratamento de doengas neurodegenerativas.
Relacionado a isso, os inventores também identificaram que a adi¢ao
de acidos organicos a composicbes compreendendo bactérias
comensais ou o uso de acidos organicos em combinagdo com bactérias
comensais, podem proporcionar efeitos terapéuticos aprimorados, em
particular no tratamento de disturbios neurodegenerativos.

[008] Os inventores identificaram que cepas bacterianas
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comensais que produzem um ou mais acidos organicos com a formula
R*-COOH, em que R* compreende um grupo alquila compreendendo na
faixa de 4 a 11 carbonos, ou em que R* compreende um grupo fenila
com um grupo hidroxila substituinte, em que opcionalmente o grupo
hidroxila estda na posicdo 4, pode ser eficaz para o tratamento de
doencas neurodegenerativas. Em outro aspecto da invengao, os
inventores descobriram que uma combinacdo de uma cepa bacteriana
comensal e um acido organico pode ser eficaz no tratamento ou
prevencdo de doengas neurodegenerativas. Como aqui utilizado, os
termos "a combinacdo da invencao", "a combinacdo terapéutica da
invencao" e "a combinagao terapéutica" podem ser usados de forma
intercambiavel e referem-se a uma combinacgao terapéutica de: (a) uma
composigao compreendendo uma cepa bacteriana comensal; e (b) uma
composigdo compreendendo um acido organico. Deve ser entendido
que o termo "combinag¢ao" no contexto da combinacgao terapéutica nao
significa necessariamente que os componentes (a) e (b) da combinagao
estdo na mesma composicao e/ou sendo administrados ao mesmo
tempo.

[009] Como descrito nos exemplos, a administragdo de
composi¢gdes compreendendo Megasphaera massiliensis pode proteger
contra espécies reativas de oxigénio e prevenir a inflamagao, atuando
como um neuroprotetor. Os inventores identificaram que a
Megasphaera massiliensis produz certos acidos organicos, incluindo
acido hexanoico, acido valérico e acido 4-hidroxifenilacético. Os
inventores também identificaram que o tratamento com Megasphaera
massiliensis pode reduzir a ativacdao de moléculas pro-inflamatorias,
como NFkB e IL-6, por LPS e a-sinucleina mutante. Os inventores
também descobriram que a Megasphaera massiliensis pode aumentar
a ativagao da citocina pré-inflamatoria IL-8, que pode ajudar a promover

a mielinizagcdo dos neurdnios. Os inventores também identificaram que
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o tratamento com uma combinacao de Megasphaera massiliensis e
acido retinoico pode aumentar a secrecao do fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF), o que pode ajudar a promover a neurogénese € a
neuritogénese e/ou prevenir a morte celular. Os inventores identificaram
que o tratamento com Megasphaera massiliensis pode atenuar o
estresse oxidativo, reduzir a atividade de desacetilacdo de histonas e
peroxidagao lipidica in vitro, o que pode ajudar a reduzir a morte celular
e a apoptose. Em particular, os inventores identificaram que o
tratamento com Megasphaera massiliensis, que pode produzir acido
valérico, pode reduzir a desacetilagdo de histonas, o que pode ajudar a
reduzir a morte celular e a apoptose. Os inventores também
identificaram que a Megasphaera massiliensis pode produzir indol, que
pode atenuar a inflamagcdo e o estresse oxidativo. Os inventores
também demonstraram que o tratamento com a Megasphaera
massiliensis pode aumentar os niveis de quinurenina. Além disso, os
inventores também descobriram que a Megasphaera massiliensis pode
produzir acido hexanoico, que pode ser neuroprotetor ou
neurorestorativo, por exemplo, ao promover o desenvolvimento de
neurites. Os inventores descobriram que a Megasphaera massiliensis,
que pode produzir acido hexanoico, aumenta a expressao de MAP2
(proteina associada a microtubulo 2), que é considerada essencial para
a formagéo de microtubulos na neuritogénese. Portanto, os inventores
descobriram que a Megasphaera massiliensis, que pode produzir acido
hexanoico, pode ser usada para promover o desenvolvimento de
neurites. Megasphaera massiliensis e outras bactérias que produzem
acidos organicos como acido hexanoico, acido valérico e acido 4-
hidroxifenilacético podem, portanto, ser uteis no tratamento de
disturbios neurodegenerativos.

[0010] Assim, em um primeiro aspecto, a invencao descreve uma

composicao compreendendo uma cepa bacteriana comensal para uso
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em um método de tratamento ou prevengcdo de um disturbio
neurodegenerativo, em que a cepa produz um ou mais acidos
organicos, cada um com a seguinte formula: R*-COOH, em que R*
compreende um grupo alquila compreendendo pelo menos 4 carbonos,
ou em que R* compreende um grupo fenila com um grupo hidroxila
substituinte, em que opcionalmente o grupo hidroxila esta na posigao 4.
[0011] Em um segundo aspecto, a invengdo fornece uma
composigao compreendendo uma cepa bacteriana comensal e um ou
mais 4acidos organicos com a foérmula R"-COOH ou sais
farmaceuticamente aceitaveis ou ésteres dos mesmos. Em
modalidades preferidas, a composi¢ao compreende um ou mais dos
acidos organicos acido valproico, acido valérico, acido hexanoico, acido
retinoico e &cido 4-hidroxifenilacético ou sais farmaceuticamente
aceitaveis ou ésteres dos mesmos. Os exemplos demonstram que
essas combinagbes tém beneficios terapéuticos.

[0012] Em algumas modalidades, a invengao descreve uma
composicido compreendendo uma cepa bacteriana comensal para uso
em um meétodo de tratamento ou prevencédo de uma doengca em um
sujeito, em que a composigao deve ser administrada em combinagao
com um ou mais acidos organicos ou sais farmaceuticamente aceitaveis
ou ésteres dos mesmos. Os exemplos demonstram que essas
combinagdes podem ser particularmente eficazes.

[0013] Em algumas modalidades, a invengdo descreve uma
composigao compreendendo um ou mais acidos organicos ou sais
farmaceuticamente aceitaveis ou ésteres dos mesmos para uso em um
meétodo de tratamento ou prevencao de uma doenga em um sujeito, em
que a composicdo deve ser administrada em combinacdo com uma
cepa bacteriana comensal. Os exemplos demonstram que essas
combinagdes podem ser particularmente eficazes.

[0014] As modalidades preferidas de ambos os aspectos da



7/138

invencao sao discutidas abaixo e ao longo da aplicacao.

[0015] Em algumas modalidades, a cepa bacteriana comensal
produz um acido graxo de cadeia curta. De preferéncia, o acido graxo
de cadeia curta é o acido butirico. O butirato pode contribuir para reduzir
a impermeabilidade da barreira hematoencefalica, que tem um efeito
neuroprotetor.

[0016] Em algumas modalidades, a composi¢do é para uso em um
meétodo de tratamento ou prevencéo de doengas.

[0017] Em algumas modalidades, as composi¢des sdo para uso em
um método de tratamento ou prevencdo de um disturbio
neurodegenerativo.

[0018] Em modalidades especificas, as composicdes sdo para uso
em um método de tratamento ou preveng&do de uma doenga ou condigao
selecionada do grupo que consiste em: doenga de Parkinson, incluindo
paralisia supranuclear progressiva, paralisia supranuclear progressiva,
sindrome de Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalia de pressao
normal, parkinsonismo vascular ou arteriosclerético e parkinsonismo
induzido por farmacos; Doenga de Alzheimer, incluindo sindrome de
Benson; esclerose multipla; Doenca de Huntington; esclerose lateral
amiotréfica; Doenga de Lou Gehrig; doenga do neurdénio motor; doenga
do prion; ataxia espinocerebelar; atrofia muscular espinhal; deméncia,
incluindo corpo de Lewy, deméncia frontotemporal e vascular; afasia
progressiva primaria; comprometimento cognitivo leve;
Comprometimento cognitivo relacionado ao HIV, neuropatia inflamatéria
progressiva, e degeneracgao corticobasal.

[0019] Em modalidades preferidas, as composicoes da invengao
sao para uso em um método de tratamento ou prevencao da doenca de
Parkinson, tal como ambiental, familiar ou de Parkinson associado a
estado inflamatorio geral. Os inventores identificaram que o tratamento

com as composicoes da invengao pode reduzir a ativagao de moléculas
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pro-inflamatorias, tais como NFkB e IL-6, por LPS e a-sinucleina
mutante em modelos in vitro de Parkinson ambiental e familiar.

[0020] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao sao
para uso em um meétodo de tratamento ou prevengao de doenca
neurodegenerativa de inicio precoce. Em algumas modalidades, as
composicdes da invengao sao para uso em um método para prevenir ou
retardar o inicio ou a progress&do de um disturbio neurodegenerativo.
[0021] Em modalidades preferidas, a invencdo fornece uma
combinagdo compreendendo uma cepa bacteriana da espécie
Megasphaera massiliensis e um acido orgéanico selecionado da lista que
consiste em acido hexanoico, acido valérico, acido valproico, acido
retinoico ou acido 4-hidroxifenilacético para uso no tratamento da
doenca de Parkinson. Combinag¢des usando Megasphaera massiliensis
e acido hexanoico podem ser particularmente eficazes para uso em um
meétodo de tratamento de doengas neurodegenerativas, em particular
Parkinson. Composic¢des preferidas da invencdo compreendem uma
bactéria comensal e acido retinoico. Outras composicdes preferidas da
invengao compreendem bactérias comensais e acido hexanoico. Outras
composicdes preferidas da invencdo compreendem bactérias
comensais e acido valérico

[0022] Em algumas modalidades da inveng¢do, a cepa bacteriana
comensal é do género selecionado da lista que consiste em
Bacteroides, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Bifidobacterium,
Staphylococcus, Lactobacillus, Megasphaera, Clostridium, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Faecalibacterium, Peptostreptococcus ou
Peptococcus, ou uma combinacdo dos mesmos. Em algumas
modalidades, a cepa bacteriana comensal € do género Megasphaera.
Em algumas modalidades preferidas, a cepa € da espécie Megasphaera
massiliensis. Cepas estreitamente relacionadas também podem ser

usadas, tais como as cepas bacterianas que tém uma sequéncia de 16s
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rRNA que é pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 99,9%
idéntica a sequéncia de 16s rRNA de uma cepa bacteriana de
Megasphaera massiliensis. Preferencialmente, a cepa bacteriana tem
uma sequéncia de 16s rRNA que é pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 99,5% ou 99,9% idéntica a SEQ ID NO: 2. Preferencialmente, a
cepa bacteriana para uso na invengao tem a sequéncia de 16s rRNA
representada pela SEQ ID NO:2.

[0023] Em modalidades preferidas, a cepa para uso na invengao
produz um ou mais acidos organicos, cada um com a seguinte formula:
R*COOH, em que R* compreende um grupo alquila compreendendo
pelo menos 4 carbonos, ou em que R* compreende um grupo fenila com
um grupo hidroxila substituinte, em que opcionalmente o grupo hidroxila
esta na posicao 4, em que o acido organico é eficaz no tratamento ou
prevengdo de um disturbio neurodegenerativo. Em algumas
modalidades, a cepa para uso na invengao produz um acido organico
selecionado da lista que consiste em acido hexanoico, acido valérico,
acido valproico, acido retinoico ou acido 4-hidroxifenilacético.
Preferencialmente, as cepas da invencédo sdo capazes de aumentar a
ativacao de IL-8 e reduzir a ativagcao de IL-6.

[0024] Em algumas modalidades da invencédo, a cepa bacteriana
comensal da composi¢ado é manipulada para produzir o acido organico
da invengéo.

[0025] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao sao
para administracao oral. A administracao oral das cepas da invencao e,
quando aplicavel, do acido organico da invengao pode ser eficaz para
disturbios neurodegenerativos. Além disso, a administracdo oral é
conveniente para pacientes e profissionais e permite a distribuicdo para
e/ou colonizacgao parcial ou total do intestino.

[0026] Em certas modalidades, a composicdao da invencgao

compreende um ou mais excipientes ou veiculos farmaceuticamente
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aceitaveis.

[0027] Em certas modalidades, a composigao da invengao
compreende uma cepa bacteriana comensal que foi liofilizada. A
liofilizacgdo € uma técnica eficaz e conveniente para preparar
composicoes estaveis que permitem a distribuicido de bactérias.

[0028] Em certas modalidades, a invengao fornece um produto
alimenticio compreendendo qualquer uma das composicbes como
descritas acima.

[0029] Em certas modalidades, a invencdo fornece uma
composicdo de vacina compreendendo a composicao como descrita
acima.

[0030] Além disso, a invencao fornece um método de tratamento ou
prevengdo de doengas neurodegenerativas, compreendendo a
administracdo de uma composicdo que compreende uma cepa
bacteriana comensal que produz um ou mais acidos organicos, cada um
com a seguinte férmula: R*-COOH, em que R* compreende um grupo
alquila compreendendo pelo menos 4 carbonos, ou em que R*
compreende um grupo fenila com um grupo hidroxila substituinte, em
que opcionalmente o grupo hidroxila esta na posicao 4.

[0031] A invencdo também fornece um método de tratamento ou
prevengcdo de doengas neurodegenerativas compreendendo a
administracdo de uma combinagcao de uma cepa bacteriana comensal e
um acido organico ou um sal ou éster farmaceuticamente aceitaveis do
mesmo.

[0032] No desenvolvimento da invencdo acima, os inventores
identificaram e caracterizaram uma cepa bacteriana que ¢é
particularmente util para terapia. A cepa de Megasphaera massiliensis
da invencdo é demonstrada como sendo eficaz no tratamento das
doengas aqui descritas, tais como doengas neurodegenerativas.

Portanto, em outro aspecto, a invengao fornece uma célula da cepa de
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Megasphaera massiliensis depositada sob o numero de acesso NCIMB
42787, ou um derivado da mesma. A invencao também fornece
composicées que compreendem essas células ou culturas
biologicamente puras de tais células. A invengao também fornece uma
célula da cepa de Megasphaera massiliensis depositada sob o numero
de acesso NCIMB 42787, ou um derivado da mesma, para uso em
terapia, em particular para as doencas aqui descritas.

[0033] Em certas modalidades de qualquer aspecto da invencgao, a
composicao é para uso no tratamento de lesdo cerebral. A atividade
neuroprotetora das composicdes da invengdo e sua capacidade de
reduzir os niveis de atividade da histona desacetilase (HDAC) podem
torna-las uteis no tratamento de lesdes cerebrais. Em modalidades
preferidas, as composi¢des da invengao sdo para uso no tratamento de

derrame, tal como tratamento de lesdo cerebral resultante de um

derrame.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0034] Figura 1: Viabilidade celular de células de neuroblastoma

[0035] Figura 2: Regulagdo negativa da secregao de IL-6

[0036] Figura 3: Secrecédo de IL-8

[0037] Figura 4: Inibicdo da secrecao de a-sinucleina IL-6 e IL-8
[0038] Figura 5: Inibicdo da ativacao do promotor de NFkB induzido
por a-sinucleina

[0039] Figura 6: Inibicdo da ativacdo do promotor NFkB induzido
por LPS

[0040] Figura 7: Promocdo do desenvolvimento de neurites:
microscopia de luz e expressao do gene MAP2 (Figura 7A), microscopia
de imunofluorescéncia de Faloidina (Figura 7B)

[0041] Figura 8: Mudanca na capacidade antioxidante

[0042] Figura 9: Mudangca na capacidade antioxidante total

(oxidacao lipidica)
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[0043] Figura 10: Alteracéo dos niveis de ERO nas (a) células U373
e (b) células SHSY-5Y
[0044] Figura 11: Neuroproteg¢ao — viabilidade celular. A Figura 11

mostra os mesmos dados da Figura 1.

[0045] Figura 12: Alteracdo na atividade da histona desacetilase
(HDAC)
[0046] Figura 13: Alteracbes induzidas por cepas na atividade de

histona desacetilase de células inteiras e lisados celulares (Figura 13A),
alteracdes induzidas por acido na atividade de histona desacetilase
(Figura 13B), produgao de metabdlitos por cepas (Figura 13C)

[0047] Figura 14: Inibicdo de HDAC1 (Figura 14A), inibicdo de
HDAC2 (Figura 14B), inibicdo de HDAC3 (Figura 14C)

[0048] Figura 15: Inibicdo de HDACs de Classe | (Figura 15A);
inibicdo de HDAC1 (Figura 15B); inibigdo de HDAC2 (Figura 15C);
inibicdo de HDAC3 (Figura 15D)

[0049] Figura 16: Nivel de producdo de Indol

[0050] Figura 17: Nivel de produgao de Quinurenina

[0051] Figura 18: Nivel de produgao de BDNF

[0052] Figura 19: Niveis de producdo de metabdlitos -
neurotransmissores no cerebro

[0053] Figura 20: Niveis de producdo de metabdlitos — acidos
organicos no sobrenadante

[0054] Figura 21: Niveis médios de dopamina (DA) (Figura 21A),
niveis de DOPAC (Figura 21B) e niveis de HVA (Figura 21C) no
estriado. Os dados séo exibidos como Média + SEM.

[0055] Figura 22: Efeito na fungdo da barreira intestinal.

[0056] Figura 23: Produgéo de neurotransmissores no cérebro
[0057] Figura 24: Alteracdbes na Expressdo Hipocampal de
Receptor — A) Receptor de Ocitocina, B) Receptor de Vasopressina, C)

Receptor de Glicocorticoide e D) Receptor de Mineralocorticoide
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[0058] Figura 25: Alteracbes na Expressdo Hipocampal de A)
Horménio Liberador de Corticotrofina (CRH), B) Expressdo de BDNF e
C) TLR4

[0059] Figura 26: A) Alteragdes na Expressdo Hipocampal do
Receptor 1 do Horménio Liberador de Corticotrofina (CRFR1) e B)
Expressdo do Receptor 2 do Horménio Liberador de Corticotrofina
(CRFR2)

[0060] Figura 27: Altera¢des na Expressao Hipocampal de A) Fator
de Necrose Tumoral, B) Interleucina 1b e C) IL-6

[0061] Figura 28: A) Alteragdes na Expressdo Hipocampal da
Integrina Alfa M (CD11b) e B) Alteragbes na Express&o Hipocamapal do
Receptor de Serotonina 1A (receptor 5-HT1A)

[0062] Figura 29: A) Alteragdes na Expressdo Hipocampal da
Subunidade 2A do Receptor lonotrépico de Glutamato Tipo NMDA
(Grin2A) e da B) Subunidade 2B do Receptor lonotrépico de Glutamato
Tipo NMDA (Grin2B)

[0063] Figura 30: Alteracbes na Expressdo Hipocampal de A)
Receptor de Acido Gama-Aminobutirico A2 (GABA A2), B) Receptor de
Acido Gama-Aminobutirico B1 (GABA BR1) e C) Receptor 1 de
Dopamina (DRD1)

[0064] Figura 31: Alteracbes na Expressao de Receptor na
Amigdala — A) Receptor de Ocitocina, B) Receptor de Vasopressina, C)
Receptor de Glicocorticoide e D) Receptor de Mineralocorticoide

[0065] Figura 32: Alteragcdes na Expressdao na Amigdala de A)
Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), B) Receptor do Tipo
Toll 4 (TLR-4), C) Receptor 1 do Horménio Liberador de corticotrofina
(CRFR1) e D) Receptor 2 do Horménio Liberador de corticotrofina
(CRFR2)

[0066] Figura 33: Alteracbes na Expressdao na Amigdala de A)
Integrina Alfa M (CD11b), B) Interleucina-6 (IL-6), C) Subunidade 2A do
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Receptor lonotropico de Glutamato Tipo NMDA (Grin2A) e D)
Subunidade 2B do Receptor lonotrépico de Glutamato Tipo NMDA
(Grin2B)

[0067] Figura 34: Alteracbes na Expressdo na Amigdala de A)
Subunidade Alfa 2 do Receptor de GABA-A (GABRAZ2), B) Subunidade
do Receptor 1 Tipo B de GABA-A (GABBR1) e C) Receptor 1 de
Dopamina (DRD1)

[0068] Figura 35: Alteragdes na Expresséo no Cortex Pré-frontal de
A) Receptor de Ocitocina, B) Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
(BDNF), C) Receptor Mineralocorticoide e D) Receptor Glicocorticoide
[0069] Figura 36: Alteragdes na Expressdo do Coértex Pré-Frontal
de A) Receptor do Tipo Toll 4 (TLR-4), B) Receptor Hormonal Liberador
de Corticotrofina 1 (CRFR1), C) Receptor Hormonal Liberador de
Corticotrofina 2 (CRFR2) e D) Integrina Alfa M (CD11b)

[0070] Figura 37: Alteragdes na Expresséo do Cortex Pré-frontal de
A) Interleucina-6 (IL-6), B) Subunidade 2A do Receptor lonotrépico de
Glutamato Tipo NMDA (Grin2A), C) Subunidade 2B do Receptor
lonotrépico de Glutamato Tipo NMDA (Grin2B) e D) Subunidade Alfa 2
do Receptor de GABA-A (GABRA2)

[0071] Figura 38: Alteracdes na Expresséo no Cértex Pré-frontal de
A) Subunidade 1 do Receptor Tipo B do Receptor GABA-A (GABBR1)
e B) Receptor 1 da Dopamina (DRD1)

[0072] Figura 39: Alteracbes na Expressdo no Coélon de A)

Triptofano Hidroxilase-1 (Tph1) e B) Indoleamina2,3-Dioxigenase-1

(IDO1)

[0073] Figura 40: Alteracdes na Expressao no ileo de A) Triptofano
Hidroxilase-1 (Tph1) e B) Indoleamina2,3-Dioxigenase-1 (IDO1)

[0074] Figura 41: Altera¢des nos Niveis Circulantes de Metabdlitos

do Triptofano A) Quinurenina, B) Triptofano e C) indice de Metabolismo

de Quinurenina/Triptofano
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[0075] Figura 42: Efeito na Produgado de Interferon-y a partir de
Esplendcitos de camundongos alimentados com MRx0029

[0076] Figura 43: Efeito na producao de interleucina-1p a partir de
Esplendcitos

[0077] Figura 44: Efeito na Producao de Interleucina-6 a partir de
Esplendcitos

[0078] Figura 45: Efeito na Producao do Fator de Necrose Tumoral
a partir de Esplendcitos

[0079] Figura 46: Efeito na Producgao de Interleucina-10 a partir de
Esplendcitos

[0080] Figura 47: Efeito na Produ¢édo de Quimioatrativos CXCL1 a
partir de Esplendcitos

[0081] Figura 48: Alteragcbes nos Niveis de Acidos Graxos de
Cadeia Curta no Ceco

[0082] Figura 49: Alteracbes induzidas por MRx0029 e MRX005
nos niveis de expressao génica de Actina, Villina, Ocludina TJP1, TJP2,
MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK7 e NSE.

[0083] Figura 50: Diferenciacdo de células SHSY5Y induzida por
MRx0005 e MRx0029. (A-C) Imagens representativas de células
imunomarcadas com Faloidina e MAP2. (D—F) Imagens de A-C
mescladas com imagens DAPI. (G—I) Células imunomarcadas com 33
tubulina. (J-L) mesclado com imagens DAPI. Ampliagédo x630. Analise
western blot dos efeitos do tratamento com MRx0005 e MRx0029 em
células SHSYS5Y. As membranas de western blot foram sondadas com
anticorpos para MAP2 (M) e b3 tubulina (N). Actina foi usada como um
controle de carregamento. Painéis inferiores: blots representativos de
uma das seis experiéncias separadas; painéis superiores: intensidade
densitométrica relativa.

DIVULGAGAO DA INVENGCAO

Cepas bacterianas
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[0084] As composicdes da invengdo compreendem uma cepa
bacteriana comensal util para tratar ou prevenir doengas. Em um
primeiro aspecto, as cepas bacterianas comensais da invencao
produzem um ou mais acidos organicos, cada um com a seguinte
férmula: R*-COOH, em que R* compreende um grupo alquila
compreendendo pelo menos 4 carbonos, ou em que R* compreende um
grupo fenila com um grupo hidroxila substituinte, em que opcionalmente
0 grupo hidroxila estda na posicdo 4. Em um segundo aspecto, a
invencdo fornece uma composicdo compreendendo uma cepa
bacteriana comensal e um ou mais acidos organicos com a formula R-
COOH, ou sais farmaceuticamente aceitaveis ou ésteres dos mesmos.
A cepa bacteriana comensal do segundo aspecto pode ou nao produzir
um acido organico de acordo com a invengao.

[0085] Os inventores descobriram que certas cepas bacterianas
comensais reduzem a ativacado de citocinas inflamatérias como IL-6 e
aumentam a ativacao da citocina inflamatoéria IL-8. A IL-8 esta implicada
na formacao da bainha de mielina. A inflamacé&o crénica induzida por IL-
6 pode levar a morte celular. Portanto, as cepas bacterianas comensais
da invengao sao particularmente uteis no tratamento ou prevencao de
disturbios neurodegenerativos. Em algumas modalidades, as espécies
bacterianas comensais sao uteis no tratamento de condicdes
caracterizadas pela ativacdo aprimorada de IL-6. Em algumas
modalidades, as composi¢cdes da invengao sao para uso no tratamento
ou prevencdo de doengas neurodegenerativas caracterizadas por
desmielinizacio. Muitas  doencas neurodegenerativas  séo
caracterizadas por desmielinizacdo. A desmielinizacdo impede a
propagacao de potenciais de agao dentro dos neurdnios, prejudicando
a comunicacao eficaz dentro do sistema nervoso. Demonstrou-se que a
IL-8 contribui positivamente para a formacédo e reparo da bainha de

mielina [22]. Portanto, as composi¢des da invencao sao particularmente
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benéficas no tratamento ou prevencdo de  disturbios
neurodegenerativos caracterizados por desmielinizagdo, como
Esclerose Multipla.

[0086] Os inventores descobriram que as bactérias comensais da
invencgao aliviam sintomas de doengas neurodegenerativas em modelos
da doencga. Por exemplo, os inventores descobriram que as cepas de
bactérias comensais especificas promovem o desenvolvimento de
neurites in vitro e podem, portanto, ser usadas na promocgao da
restauracao de neurdnios para o tratamento ou preveng¢ado de doencas
neurodegenerativas. Assim, as cepas bacterianas comensais da
invencdo sado para uso no tratamento ou prevencido de doencas
neurodegenerativas.

[0087] A cepa bacteriana comensal do primeiro aspecto da
invengdo pode produzir um ou mais dos acidos organicos da invengéo
e ser administrada em combinacdo com um ou mais dos acidos
organicos da invengao.

[0088] As cepas bacterianas comensais do segundo aspecto que
sdo benéficas para o tratamento ou prevengcdo de doencas
neurodegenerativas podem ser administradas em combinagdo com um
acido orgéanico que possui as propriedades neurorrestauradoras ou
neuroprotetoras aqui descritas.

[0089] As cepas bacterianas comensais do primeiro e do segundo
aspecto da invencdo compreendem aquelas que exibem efeitos
benéficos através do eixo IL-6/IL-8, independentemente de a cepa
bacteriana comensal produzir um ou mais dos acidos organicos de
acordo com a invencao.

[0090] Os inventores também descobriram que as cepas
bacterianas comensais da invencdo aumentam a ativacdo do BDNF. O
BDNF é um fator de crescimento neurotréfico que demonstrou aumentar

a diferenciacdo e a sobrevivéncia dos neurdnios. O efeito € observado
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com maior destaque quando uma cepa bacteriana comensal é
administrada em combinagao com o acido organico da invengao. Assim,
as composicdes da invencao podem ser utilizadas em um método para
melhorar a sobrevivéncia das células nervosas no tratamento ou
prevencao de doengas neurodegenerativas.

[0091] Como usado neste documento, "aumentar" ou "diminuir"
"ativacao" refere-se a elevar ou reduzir a concentracao de biomoléculas
bioativas disponiveis para a execucdo de funcdes fisioldgicas,
preferencialmente apés a administracédo no trato gastrointestinal. Em
outras palavras, "aumentar" ou "diminuir" referem-se a modulagao do
nivel de uma biomolécula, de modo que uma resposta fisiologica seja
adequadamente modificada. Isto pode ser alcancado, por exemplo,
modulando a expresséo ou secre¢cio da biomolécula.

[0092] As composi¢des da invencao compreendem uma cepa
bacteriana comensal. Uma cepa bacteriana comensal € um simbionte
derivado do trato gastrointestinal de um mamifero, como um humano.
Exemplos de géneros dos quais a cepa bacteriana comensal pode ser
derivada incluem Bacteroides, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella,
Bifidobacterium, Staphylococcus, Lactobacillus, Megasphaera,
Clostridium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Faecalibacterium,
Peptostreptococcus ou Peptococcus. Em algumas modalidades, a cepa
bacteriana comensal € do género Megasphaera. De preferéncia, as
especies Megasphaera para utilizagdo na invengao incluem
Megasphaera elsdenii, Megasphaera cerevisiae, Megasphaera
massiliensis, Megasphaera indica, Megasphaera paucivorans,
Megasphaera sueciensis e Megasphaera micronuciformis. Um outro
exemplo de uma espécie de Megasphaera para utilizagéo na invengcao
€ a Megasphaera hexanoica. Megasphaera sao microbios
gastrointestinais obrigatoriamente anaerdbicos, fermentadores de

lactato, de mamiferos ruminantes e ndo ruminantes, incluindo humanos.
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De preferéncia, a cepa bacteriana € derivada das espécies as quais a
composicao se destina a ser administrada.

[0093] O tipo de cepa da M. massiliensis € NP3 (=CSUR
P245=DSM 26228) [23]. O numero de acesso do GenBank para as
sequéncias do gene 16S rRNA da cepa NP3 do M. massiliensis é
JX424772.1 (aqui divulgado como SEQ ID NO:1).

[0094] A bactéria Megasphaera massiliensis testada nos Exemplos
€ aqui referida como cepa MRx0029. MRX0029 e MRx0029 s&o aqui
utilizados de forma intercambiavel. Uma sequéncia 16S rRNA para a
cepa MRx0029 que foi testada € fornecida na SEQ ID NO:2.
Preferencialmente, as bactérias para uso na invengao sao da espécie
Megasphaera massiliensis, em particular a cepa MRx0029.

[0095] A cepa MRx0029 foi depositada junto da autoridade
internacional de depdsitos NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen,
AB21 9YA, Escocia) por 4D Pharma Research Ltd. (Life Sciences
Innovation Building, Cornhill Road, Aberdeen, AB25 2ZS, Escdcia) em
13 de julho de 2017 como “Megasphaera massiliensis MRx0029” e
recebeu o numero de acesso NCIMB 42787.

[0096] Espera-se que as cepas bacterianas estreitamente
relacionadas com a cepa testada nos exemplos também sejam eficazes
para tratar ou prevenir doengas neurodegenerativas. Em certas
modalidades, a cepa bacteriana para uso na inveng¢ao tem uma
sequéncia de 16s rRNA que € pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou 99,9% idéntica a sequéncia de 16s rRNA de uma cepa
bacteriana de Megasphaera massiliensis. Preferencialmente, a cepa
bacteriana para uso na invencao tem uma sequéncia de 16s RNA que
€ pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 99,9% idéntica a
SEQ ID NO: 2. Preferencialmente, a cepa bacteriana para uso na
invencao tem a sequéncia de 16s rRNA representada pela SEQ ID
NO:2.



20/138

[0097] Também se espera que cepas bacterianas comensais que
sdo biotipos das cepas MRx0029 sejam eficazes no tratamento ou
prevengao de disturbios neurodegenerativos. Um bidtipo € uma cepa
estreitamente relacionada que tem as mesmas caracteristicas, ou
caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas muito semelhantes.

[0098] As cepas que sao bidtipos de MRx0029 e que sao
adequadas para utilizagdo na invencdo podem ser identificadas
sequenciando-se outras sequéncias nucleotidicas para as cepas
MRx0029. Por exemplo, substancialmente todo o genoma pode ser
sequenciado e uma cepa de bibtipo para uso na invengao pode ter pelo
menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 99,9% de identidade de
sequéncia em pelo menos 80% de todo o seu genoma (por exemplo,
em pelo menos 85%, 90%, 95% ou 99%, ou em todo o seu genoma).
Outras sequéncias adequadas para uso na identificacdo de cepas de
bidtipo podem incluir hsp60 ou sequéncias repetitivas como BOX, ERIC,
(GTG)s, ou REP [24]. As cepas de bidtipo podem ter sequéncias com
pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 99,9% de identidade
de sequéncia com a sequéncia correspondente da cepa MRx0029.
[0099] Em algumas modalidades, uma cepa bacteriana comensal
util na invengao € aquela que produz acidos organicos da invencgao. Tais
bidtipos podem ser identificados através do perfil da producido de
metabdlitos de uma cepa bacteriana. A criacdo de perfil de metabadlito
pode ser usada para identificar cepas bacterianas candidatas que
produzem os acidos organicos neuroestimuladores da invencédo. A
criacao de perfil de metabdlito pode ser realizada por espectrometria de
massa. As cepas candidatas que produzem o acido organico e que sao
adequadas para os usos aqui descritos podem entdo ser identificadas
através da realizagcdo dos métodos e ensaios, conforme estabelecido
nos exemplos.

[00100] Alternativamente, bidtipos adequados capazes de produzir
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um acido organico da invencdo sao aqueles que contém vias
metabdlicas que produzem os acidos organicos. Tais cepas podem ser
identificadas por analise genémica, por exemplo, determinando se a
cepa bacteriana codifica enzimas necessarias para a biossintese dos
acidos organicos desejados. Por exemplo, a produgcdo de acido
hexanoico € um processo catalitico de varias etapas que requer a
presenca de varias enzimas. Uma etapa crucial na producéo de acido
hexanoico € a condensacgao de acetil-CoA e butirico-CoA para formar
um intermediario C6 acil-CoA, como o 3-cetohexanoil-CoA. As enzimas
necessarias para a producao de precursores de C4 e C2-CoA sdo bem
conhecidas por uma pessoa versada na técnica. Um exemplo de uma
enzima adequada para a condensacgao de precursores C2 e C4 ¢é a
Beta-cetotiolase. Sabe-se que as vias enzimaticas para a formagéo de
C4 CoA possuem atividade com substratos C6. Portanto, uma vez
formado o intermediario C6, as enzimas que catalisam a producéo de
C4 butiril-CoA também s&o adequadas para a geracdo de acido
hexanoico. Como tal, bidtipos adequados sdo aqueles que codificam
enzimas de produgdo de C4-CoA e C2-CoA e uma enzima com
atividade de beta-cetotiolase. As cepas adequadas podem ser
identificadas utilizando-se bancos de dados de pesquisa de sequéncias
de homologia, tais como BLASTP ou UNIPROT KB, utilizando-se
sequéncias de consulta de enzimas conhecidas envolvidas na producao
de acido hexanoico.

[00101] Listadas abaixo estdo as bactérias que produzem acidos
organicos de uso de acordo com a invengdo, juntamente com as
referéncias de suporte. Usando essas listas e documentos
referenciados, outras cepas e espécies Uteis para o tratamento de
disturbios neurodegenerativos podem ser identificadas.

[00102] Sabe-se que as seguintes espécies e cepas produzem acido

hexanoico e podem ser uteis nas composi¢coes da invengao. De
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preferéncia, as composi¢cdées da invengdo compreendem uma cepa
bacteriana de uma espécie selecionada dentre: Megasphaera
hexanoica [25], em particular a cepa Megasphaera hexanoica
KFCC11466P (KR101745084B1); Megasphaera sp. MH [26];
Megasphaera elsdenii [27] e [28], em particular a cepa Megasphaera
elsdenii NCIMB 702410 [29]; Clostridium kluyveri [30]; Clostridium sp.
BS-1 [31], CPB6 (Ruminococcaceae bacterium, Clostridium cluster V)
[32]; Lactobacillus sanfranciscensis CB1 [33]; Pediococcus acidilactici
[34]; Lysinibacillus spp. Y20 [35] ou Eubacterium pyruvativorans (I-6)
[36].

[00103] Sabe-se que o Bacillus cereus produz acido retinoico e pode
ser util nas composi¢gdes da invencio [37]. Em certas modalidades, a
composigao da invengao compreende uma cepa da espécie Bacillus
cereus.

[00104] Sabe-se que os seguintes géneros, espécies e linhagens
produzem acido (4)-hidroxifenilacético e, portanto, podem ser uteis nas
composicdes da invencdo. Preferencialmente, as composi¢cdes da
invengcdo compreendem uma cepa bacteriana do género Clostridia [38]
e [39], preferencialmente uma cepa bacteriana das espécies C. difficile
[40] e [41], em particular as cepas C. difficile CDC A567 [42], C. difficile
DSM 101085 [43], C. difficile DSM 102978 [43], C. difficile DSM 102860
[43], e C. difficile DSM 28666 [43]; C. putrefaciens [44]); C. stricklandii
[44] e Great Plains Lab, Teste de Acido Orgéanico, Perfil Nutricional e
Metabdlico, Marcadores Bacterianos de Clostridia); C. lituseburense
[44] e Great Plains Lab, Teste de Acidos Organicos, Perfil Nutricional e
Metabolico, Marcadores Bacterianos de Clostridia; C. subterminale [45],
[46] e [44]; C. propionicum [44] [46]; C. clostridiiforme [46]; C.
cochlearium [46]; C. glycolicum [46]; C. hastiforme [46]; C. irregularis
[46]; C. perfringens [47]; ou C. botuliem um Tipo G [48] e [49].

Preferencialmente, as composi¢des da invencao compreendem uma
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cepa bacteriana de uma espécie selecionada dentre: Bacteroides
fragilis [50] e [51]); Bacteroides tetaiotaomicron [51]; Bacteroides
eggerthii [51]; Bacteroides ovatus [51]; Parabacteroides distasonis [51];
Eubacterium hallii [51]; Clostridium bartlettii [51]; Porphyromonas
gingivalis  [52]; Flavobacterium sp. [53]; Desulfitobacterium
dehalogenans [54] e [55]; Desulfitobacterium hafniense DCB-2 [54]; ou
Streptomyces sentonii [56].

[00105] As bactérias comensais que tém  propriedades
neuroprotetoras, mas nao produzem acidos organicos de acordo com o
primeiro aspecto da invengdo, podem ser uteis no segundo aspecto da
invencdo, em composi¢des em combinagao com um acido organico. As
bactérias que podem ser empregadas nas composi¢des do segundo
aspecto da presente invengao incluem aquelas pertencentes aos
géneros Roseburia (por exemplo, Roseburia hominis), Bacteroides,
Parabacteroides (por exemplo, Parabacteroides distasonis), Blautia (por
exemplo, Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris, Blautia
wexlerae), Ruminococcus (por exemplo, Ruminococcus albus [57]),
Clostridium (por exemplo, Clostridium butyricum [58]), Lactococcus (por
exemplo, Lactococcus lactis, Lactococcus rhamnosus), Bifidobacterium
(por exemplo, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
infantis), Lactobacillus (por exemplo, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  acidophilus) ou  Streptococcus (por exemplo,
Streptococcus thermophilus) ([59], [60]),

[00106] Alternativamente, as cepas que sdo bidtipos das cepas
MRX0029 e que sdo adequadas para uso na invenciao podem ser
identificadas usando as cepas MRX0029 e analise de fragmentos de
restricdo e/ou analise de PCR, por exemplo, usando-se polimorfismo de

comprimento de fragmento amplificado fluorescente (FAFLP) e
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impressao digital (rep)-PCR repetitiva de elemento de DNA, ou perfil de
proteinas, ou sequenciamento parcial de 16S ou 23S rDNA. Em
modalidades preferidas, essas técnicas podem ser utilizadas para
identificar outras cepas de Megasphaera massiliensis.

[00107] Em certas modalidades, cepas que sao bidtipos das cepas
MRX0029 e que sdo adequadas para uso na invengao sao cepas que
fornecem o mesmo padrao das cepas MRX0029 quando analisadas por
analise de restricdo de DNA ribossomal amplificada (ARDRA), por
exemplo, ao usar a enzima de restrigdo Sau3Al (para métodos e
orientagcdes exemplares, consulte, por exemplo, [61]). Alternativamente,
as cepas de bidtipo sado identificadas como cepas que possuem 0s
mesmos padroes de fermentacdo de carboidratos que as cepas
MRX0029.

[00108] Outras cepas bacterianas comensais que sio uteis nas
composi¢cdes e métodos da invencéao, tais como bidtipos de MRX0029,
podem ser identificadas usando qualquer método ou estratégia
apropriados, incluindo os ensaios descritos nos exemplos. Por exemplo,
as cepas para utilizacdo na invencido podem ser identificadas
cultivando-se com células de neuroblastoma e depois avaliando os
niveis de citocinas e os niveis de neuroprotecao ou neuroproliferagao.
Em particular, cepas bacterianas que tém padrdes de crescimento
semelhantes, tipo metabdlico e/ou antigenos de superficie que
MRX0029 podem ser uteis na invencao. Uma cepa util tera atividade
moduladora imunoldgica comparavel a MRX0029. Em particular, uma
cepa de bidtipo ira induzir efeitos comparaveis no modelo de
hipersensibilidade visceral aos efeitos mostrados nos Exemplos, que
podem ser identificados usando os protocolos de cultura e
administracao descritos nos Exemplos.

[00109] Uma cepa particularmente preferida da invengao € a cepa

MRX0029 da Megasphaera massiliensis. Esta € a cepa exemplificativa
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testada nos exemplos e que se mostrou eficaz no tratamento de
doencas. Portanto, a invencao fornece uma célula, como uma célula
isolada, da cepa MRX0029 da Megasphaera massiliensis, ou um
derivado da mesma. A invencado também fornece uma composic¢ao que
compreende uma célula da cepa MRX0029 de Megasphaera
massiliensis, ou um derivado da mesma. A inveng¢ao também fornece
uma cultura biologicamente pura da cepa MRX0029 de Megasphaera
massiliensis. A invengao também fornece uma célula da cepa MRX0029
de Megasphaera massiliensis, ou um derivado da mesma, para uso em
terapia, em particular para as doencgas aqui descritas.

[00110] Uma cepa particularmente preferida da invencao € a cepa de
Megasphaera massiliensis depositada sob o numero de acesso NCIMB
42787. Esta é a cepa MRx0029 exemplificada testada nos exemplos e
que se mostrou eficaz para o tratamento de doencas. Portanto, em outro
aspecto, a invencado fornece uma ceélula da cepa de Megasphaera
massiliensis depositada sob o numero de acesso NCIMB 42787, ou um
derivado da mesma. A invencdo também fornece uma composicao
compreendendo uma célula da cepa de Megasphaera massiliensis
depositada sob o numero de acesso NCIMB 42787, ou um derivado da
mesma. A invengao também fornece uma cultura biologicamente pura
da cepa de Megasphaera massiliensis depositada sob o numero de
acesso NCIMB 42787. A invencao também fornece uma célula da cepa
de Megasphaera massiliensis depositada sob o numero de acesso
NCIMB 42787, ou um derivado da mesma, para uso em terapia, em
particular para as doencgas aqui descritas.

[00111] Um derivado da cepa da inveng¢ao pode ser uma cepa filha
(descendéncia) ou uma cepa cultivada (subclonada) a partir da original.
Um derivado de uma cepa da invencdo pode ser modificado, por
exemplo, a nivel genético, sem ablagdo da atividade biologica.

Particularmente, uma cepa derivada da invencéo é terapeuticamente
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ativa. Uma cepa derivada tera atividade terapéutica comparavel a cepa
MRX0029. Particularmente, uma cepa de bidtipo ira induzir efeitos
comparaveis nos modelos de doenga neurodegenerativa e efeitos
comparaveis nos niveis de citocina aos efeitos mostrados nos
Exemplos, que podem ser identificados usando os protocolos de cultura
e administracao descritos nos Exemplos. Um derivado da cepa
MRX0029 geralmente sera um biétipo da cepa MRX0029.

[00112] As referéncias a células da cepa Megasphaera massiliensis
MRX0029 abrangem todas as células que possuem as mesmas
caracteristicas de seguranga e eficacia terapéutica que a cepa
MRX0029, e essas células sdo abrangidas pela invencao.

[00113] Nas modalidades preferidas, as cepas bacterianas nas
composi¢des da invencao s&o viaveis e capazes de colonizar parcial ou
totalmente o intestino.

[00114] Uma outra bactéria comensal que pode ser utilizada nas
composicdes da invencao € a espécie Parabacteroides distasonis. Os
exemplos demonstram que a Parabacteroides distasonis e a
Megasphaera massiliensis tém atividades neuroprotetoras, mas
produzem metabdlitos diferentes e podem ter diferentes mecanismos de
acao e atividades neuroprotetoras especificas. Portanto, essas
espécies podem ser particularmente eficazes quando usadas em
combinagdo. Em modalidades preferidas, a composicdo compreende
uma cepa da espécie Parabacteroides distasonis e uma cepa da
espécie Megasphaera massiliensis. A composi¢cao também pode incluir
um acido organico, como aqui definido.

[00115] A bactéria Parabacteroides distasonis depositada sob o
numero de acesso NCIMB 42382 foi testada nos Exemplos e também é
aqui referida como cepa MRx0005. MRX0005, MRX005, MRx005 e
MRx0005 sao aqui utilizados de forma intercambiavel. Uma sequéncia
16S rRNA para a cepa MRx0005 que foi testada é fornecida na SEQ ID
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NO:17. A cepa MRx0005 foi depositada com a autoridade internacional
de depdsitos NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA,
Escdcia) por GT Biologics Ltd. (Life Sciences Innovation Building,
Aberdeen, AB25 2ZS, Escécia) em 12 de margo de 2015 como
“Parabacteroides sp 755" e recebeu o numero de acesso NCIMB 42382.
GT Biologics Ltd. Posteriormente mudou seu nome para 4D Pharma
Research Limited.

[00116] Em modalidades preferidas, a invencdo fornece uma
composicdo compreendendo a cepa depositada no NCIMB sob o
numero de acesso NCIMB 42787, ou um derivado ou biétipo da mesma,
e a cepa depositada no NCIMB sob o numero de acesso NCIMB 42382,
ou um derivado ou biétipo da mesma, preferencialmente para uso em
terapia, preferencialmente para uso no tratamento de uma doenga
neurodegenerativa como a doenga de Parkinson.

[00117] Em certas modalidades, a composicdo da invengdo nao
compreende uma cepa bacteriana do género Megasphaera. Em certas
modalidades, a composicdo da invencdo ndo compreende uma cepa
bacteriana da espécie Megasphaera massiliensis. Em certas
modalidades, a composi¢do da invengcdo ndao compreende a cepa de
Megasphaera massiliensis depositada sob o numero de acesso NCIMB
42787.

Acidos orgéanicos

[00118] Como demonstrado nos Exemplos, um ou mais &acidos
organicos aqui descritos tém propriedades neuroprotetoras e/ou
neurorrestauradoras. Por exemplo, os acidos organicos da invengao
podem promover o desenvolvimento de neurites. O desenvolvimento de
neurites € o processo de neuritogénese, que se refere a formacgao de
projecdes axonais ou dendriticas do corpo celular de um neurdnio.
Axobnios e dendritos s&o responsaveis por receber e transmitir potenciais

de acado. Assim, o aumento do desenvolvimento de neurites pode
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restaurar ou preservar a comunicagao eficaz nas redes neurais do
sistema nervoso. Portanto, em algumas modalidades, acidos organicos
adequados para uso na invencao sdo aqueles capazes de promover o
desenvolvimento de neurites. Tais acidos organicos podem ser
utilizados em um método de prevencdo de doengas. Em algumas
modalidades, os acidos orgéanicos sao para uso em um método de
tratamento ou prevengao de uma doenga neurodegenerativa.

[00119] Os um ou mais acidos organicos compreendem a seguinte
formula: R-COOH.

[00120] Em algumas modalidades, R compreende um grupo alquila.
Como referido neste documento, um grupo alquila é uma cadeia de
hidrocarboneto linear, ramificada ou ciclica saturada ou qualquer
substituinte derivado da mesma. Em algumas modalidades, R
compreende um grupo alquenila. Como referido neste documento, um
grupo alquenila é um hidrocarboneto linear, ramificado ou ciclico
insaturado compreendendo pelo menos uma ligagao dupla carbono-
carbono, ou qualquer substituinte derivado do mesmo. Em algumas
modalidades, R compreende um grupo alquinila. Como referido neste
documento, um grupo alquinil € um hidrocarboneto linear, ramificado ou
ciclico insaturado compreendendo pelo menos uma ligagéo tripla
carbono-carbono ou qualquer substituinte derivado da mesma. Em
algumas modalidades, R compreende um grupo arila. Como referido
neste documento, um grupo arila € um hidrocarboneto linear, ramificado
ou ciclico aromatico ou qualquer substituinte derivado do mesmao.
[00121] Como referido neste documento, um substituinte € um atomo
ou grupo de atomos que substitui um ou mais hidrogénios da cadeia de
hidrocarboneto original. Em algumas modalidades, R compreende um
ou mais substituintes. Em algumas modalidades, os um ou mais
substituintes sao selecionados da lista que consiste em hidroxila,

carbonila, aldeido, haloformila, éster de carbonato, carboxilato,
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carboxila, éster, metoxi, hidroperdxi, peroxi, éter, hemiacetal, hemiciclo,
acetal, cetal, ortoéster, metilenodioxi, carboxamida, amina, imina,
nitrato, nitrila, nitrito, piridila, sulfidrila, sulfureto, dissulfeto, sulfinila,
sulfonila, sulfino, sulfo, carbonotioila, catecol ou uma combinacao
destes.

[00122] Em algumas modalidades, R compreende pelo menos 4
atomos de carbono. Em algumas modalidades, R compreende pelo
menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19 atomos de
carbono. Em algumas modalidades, R compreende na faixa de 4 a 19
atomos de carbono.

[00123] Em algumas modalidades, R compreende na faixa de 4 a 11
carbonos. Em algumas modalidades, R compreende um grupo alquila
que consiste em 5 atomos de carbono. Em algumas modalidades, os
um ou mais acidos organicos incluem o acido hexanoico. Os inventores
descobriram que o acido hexanoico e as cepas bacterianas aqui
descritas que produzem acido hexanoico aumentam o desenvolvimento
de neurites. Como tal, esses acidos organicos podem ser usados para
promover o desenvolvimento de neurites. Em algumas modalidades,
esses acidos organicos podem ser usados para promover o
desenvolvimento de neurites no tratamento ou prevencdo de uma
doencga neurodegenerativa. Cepas bacterianas exemplares da invengao
que produzem acido hexanoico compreendem aquelas do género
Megasphaera.

[00124] Em algumas modalidades, R compreende um grupo alquila
que consiste em 4 atomos de carbono. Em algumas modalidades, os
um ou mais acidos organicos compreendem o acido valérico. O acido
valérico e o acido pentanoico sdo aqui utilizados de forma
intercambiavel. Os inventores descobriram que o acido valérico e as
cepas bacterianas comensais aqui descritas que produzem acido

valérico podem reduzir a desacetilagdo da histona. Em particular, os
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inventores descobriram que o acido valérico € um inibidor de histona
desacetilase. As histona desacetilases (HDACs) regulam a expressao
génica modulando a acetilagdo da cromatina. A superexpressao de
diferentes isoformas de HDACs foi encontrada em varios tipos de
células cancerigenas, bem como em patologias neurologicas e
inflamatdrias. Em humanos, ha um total de 13 HDACs, que sao
categorizadas em quatro classes principais - Classe | (HDACs 1, 2, 3 e
8), Classe lla (HDACs 4, 5, 7 e 9) e Classe lIb (HDACs 6 e 10), Classe
Il (sirt1-sirt7) e classe IV (HDAC 11). Os inventores descobriram que o
acido valérico € um inibidor da HDAC de classe 1.

[00125] Em algumas modalidades, R compreende um grupo alquila
ramificado. Em algumas modalidades, R compreende pelo menos 5
atomos de carbono. Em algumas modalidades, R compreende na faixa
de 5 a 9 atomos de carbono. Em algumas modalidades, R compreende
um grupo butirico. Em algumas modalidades, R consiste em um grupo
butila e um grupo propila. Em algumas modalidades, os um ou mais
acidos organicos incluem o acido valproico. Os inventores mostraram
aumentos no desenvolvimento de neurites e, portanto, podem ser
utilizados em um método de restauracdo neuroldégica. Também foi
demonstrado que o acido valproico ajuda na restauragéo neuroldgica
em um modelo de rato com DP [62], embora ndo em combinagdo com
uma terapia bacteriana. Foi demonstrado que o acido valproico aumenta
a expressao de MAP2.

[00126] Em algumas modalidades, R compreende um grupo arila.
Em algumas modalidades, o grupo arila € um grupo fenila. Em algumas
modalidades, o grupo fenila compreende um grupo hidroxila. Em
algumas modalidades, o grupo hidroxila esta na posicéo 2, 3, 4, 50u 6
do anel. Em algumas modalidades, o grupo hidroxila esta na posicao 4
do anel. Em algumas modalidades, R consiste em um grupo 4-

hidroxifenilacetila. Em algumas modalidades, o um ou mais acidos
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organicos compreendem acido 4-hidroxifenilacético. Os inventores
mostraram que este acido organico ou cepas bacterianas aqui descritos
que produzem esse acido organico podem ser usados para promover o
desenvolvimento de neurites. O acido 4-hidroxifenilacético também é
um antioxidante. Em algumas modalidades, o um ou mais &cidos
organicos compreendendo acido 4-hidroxifenilacético podem ser
utilizados no tratamento ou prevencgao de disturbios neurodegenerativos
para reduzir o estresse oxidativo. O acido 4-hidroxifenilacético € um
intermediario da dopamina e da norepinefrina. A dopamina e a
norepinefrina  (também conhecida como noradrenalina) sé&o
neurotransmissores que atuam no sistema nervoso simpatico. Os niveis
de dopamina e norepinefrina sado reduzidos em sujeitos que sofrem de
doengas neurodegenerativas, como por exemplo doenga de Parkinson.
Os inventores descobriram que as cepas bacterianas comensais aqui
descritas que produzem acido 4-hidroxifenilacético aumentam os niveis
de noradrenalina, serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) no cérebro.
Portanto, o acido 4- hidroxifenilacético pode ser util no tratamento ou
prevencao de doencgas neurodegenerativas caracterizadas por niveis
mais baixos de norepinefrina, dopamina, serotonina ou 5-
hidroxitriptamina. Em  algumas modalidades, o acido 4-
hidroxifenilacético pode ser util no tratamento ou prevencao de doencas
neurodegenerativas.

[00127] Em algumas modalidades, R compreende um grupo
alquenila. Em algumas modalidades, o grupo alquenila é pelo menos
parcialmente ciclico. Como referido neste documento, um grupo
"parcialmente ciclico" € uma cadeia de hidrocarboneto compreendendo
uma porcdo de cadeia linear e uma porcao de cadeia ciclica. Em
algumas modalidades, o grupo alquenila parcialmente ciclico
compreende 19 atomos de carbono. Em algumas modalidades, R

compreende na faixa de 1 a 8 grupos substituintes metila. Em algumas
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modalidades, R compreende na faixa de 1 a 8 ligagcdes duplas carbono-
carbono. Em algumas modalidades, o acido orgéanico € acido retinoico
ou um derivado do mesmo. Os inventores descobriram que esses
acidos organicos quando administrados em combinacdo com as cepas
bacterianas da invencao aumentam a ativacdo do BDNF. Como tal, em
algumas modalidades, esses acidos organicos podem ser usados para
aumentar a ativacdo do BDNF. Em algumas modalidades, esses acidos
organicos podem ser usados para aumentar a ativacdo do BDNF no
tratamento ou prevencao de doengas neurodegenerativas.

[00128] Os acidos organicos para uso na invengdo podem ser
identificados usando os protocolos de cultura e administracdo descritos
nos Exemplos. Por exemplo, os acidos organicos para utilizagdo na
invencdo podem ser identificadas ao se cultivar com células de
neuroblastoma e depois avaliando os niveis de citocinas e os niveis de
neuroprotecdo ou neuroproliferacdo e neuritogénese. Um acido
organico util pode aumentar a atividade de desenvolvimento de neurites
pelo menos comparavel ao acido valproico, acido hexanoico ou acido
retinoico, como mostrado nos Exemplos. Em particular, um acido
organico util pode provocar efeitos comparaveis nos modelos de
doengas neurodegenerativas e efeitos comparaveis nos niveis de
citocina e fator de crescimento, aos efeitos mostrados nos Exemplos,
quando o acido organico é administrado em combina¢do com uma cepa
bacteriana comensal da invencédo. Por exemplo, acidos organicos
adequados aumentardo a ativacdo de BDNF comparavel ao acido
retinoico quando administrado em combinagdo com uma cepa
bacteriana da invengdo. No primeiro aspecto, o acido organico €&
produzido pela cepa bacteriana comensal da invencéo.

[00129] Em algumas modalidades, acidos organicos adequados da
invengao como aqueles que atuam em conjunto com a cepa bacteriana

comensal da invencao para aprimorar uma resposta terapéutica. Por
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exemplo, os Exemplos mostram que a administragdo de acido valproico
juntamente com MRX0029 aumenta a secrecao de BDNF. O BDNF
pode ajudar a apoiar a sobrevivéncia de neurdnios existentes e ajuda
no crescimento e desenvolvimento de novos neurbnios e sinapses.
Portanto, certos acidos orgéanicos da invengao podem ser utilizados em
métodos de neuropreservagao, ou em outras palavras, para evitar a
morte de neurdnios.

[00130] As composi¢cdes da invencdo podem ainda compreender
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os AGCC séo acidos organicos
que compreendem um grupo acido carboxilico ligado a um grupo alquila
de hidrocarboneto linear ou ramificado que consiste em 0 a 4 atomos de
carbono. Demonstrou-se que os AGCCs regulam a permeabilidade da
barreira hematoencefalica. Em particular, foi mostrado que os AGCCs
corrigem a permeabilidade BBB defeituosa, restaurando assim a
permeabilidade a niveis fisiologicamente adequados. Em algumas
modalidades, o AGCC é selecionado da lista que consiste em acido
férmico, acido etanoico, acido propanoico, acido butirico, acido 2-
metilpropanoico, acido isovalérico, ou sais ou ésteres dos mesmos. Em
algumas modalidades, o AGCC faz parte da combinagao terapéutica.
Em algumas modalidades, o AGCC é produzido pela cepa bacteriana
comensal da invencgao.

[00131] Em algumas modalidades, o AGCC para uso na invencao é
acido butirico ou um sal do mesmo. Em algumas modalidades, a cepa
bacteriana comensal produz acido butirico ou um sal do mesmo. Em
algumas modalidades, a cepa bacteriana comensal que produz acido
butirico ou um sal do mesmo é a cepa de M. massiliensis aqui referida
como cepa MRX0029. Os bidtipos adequados da cepa bacteriana que
produzem o AGCC podem ser identificados usando qualquer um dos
outros métodos descritos na seg¢ao anterior, por exemplo, perfil de

metabdlitos, andlise de genoma, ou anadlise de restricdo do DNA
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ribossémico amplificada.

[00132] Em algumas modalidades, as composi¢cbées da invengao
podem ainda compreender acido succinico ou um sal do mesmo. Em
algumas modalidades, a cepa bacteriana comensal produz acido
succinico ou um sal do mesmo. Em algumas modalidades, a cepa
bacteriana comensal que produz acido succinico é a cepa aqui referida
como cepa MRX0005. O acido succinico € um metabdlito do ciclo de
Krebs envolvido na fosforilacdo oxidativa. Foi relatada disfungcéo da
fosforilagdo oxidativa em disturbios neurodegenerativos, incluindo
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e ataxia espinocerebelar
tipo 1 [63, 64]). Portanto, aumentar a disponibilidade de acido succinico
pode reverter defeitos na fosforilagdo oxidativa e aumentar a atividade
mitocondrial para melhorar a saude dos neurdnios sujeitos a doengas
neurodegenerativas, como a DP [65].

Usos terapéuticos

[00133] Como demonstrado nos exemplos, as composigcdes
bacterianas da invencdo sao eficazes no tratamento de disturbios
neurodegenerativos. Em particular, o tratamento com composig¢des da
invencdo aumenta a neuroproliferagdo ou neuritogénese ou atua como
um neuroprotetor contra agentes que destroem neurdnios, como
neurbnios dopaminérgicos. Portanto, as composi¢bes da invencéo
podem ser uteis para tratar ou prevenir doengas neurodegenerativas
que sao o resultado da morte de neurdnios.

[00134] As composicoes da invencdo podem diminuir a ativagao do
promotor NFkB, que ativa a producao de citocinas, por exemplo IL-1j3,
IL-1a, IL-18, TNFa e IL-6. O tratamento de células com o-sinucleina
mutante € um modelo para o Parkinson familiar. Uma mutagao pontual
na posicdo 53 de adenina para treonina leva a um enovelamento
anormal da oa-sinucleina. A a-sinucleina enovelada incorretamente

posteriormente se agrega em fibrilas insoluveis que formam corpos de
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Lewy. Portanto, as composicdes da invencdo podem ser uteis para o
tratamento ou prevencao de disturbios neurodegenerativos que séao
resultado de neuroinflamacao, enovelamento anormal de proteinas e/ou
exposicao ambiental. As composigcdes da invengao podem ser utilizadas
para o tratamento de Parkinson familiar. A ativagcao do promotor NFkB
€ mediada através do ligante de TLR4. Sabe-se que o TLR4 media a
morte celular no modelo de camundongo MPTP, que simula a doenga
de Parkinson. As composi¢cdes da invengcdo podem ser usadas para
inibir a capacidade do TLR4 de ativar o promotor NFkB. De particular
relevancia para a DP, tanto o TLR2 quanto o TLR4 foram encontrados
regulados positivamente no cérebro de pacientes com DP [66]. Além
disso, a a-syn foi descrita como um ligante para TLR2 [67] e
demonstramos que a a-syn também & um ligante para TLR4 usando
células HEK-TLR4 [68].

[00135] As composicdes da invencdo diminuem a secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, que podem ser induzidas por
lipopolissacarideo (LPS). O tratamento de células com LPS simula
Parkinson causado por fatores ambientais. As composi¢cdes da
invencdo podem ser usadas para diminuir a secrecdo de IL-6. As
composicdes da invencao podem ser utilizadas para o tratamento de
Parkinson ambiental.

[00136] As composi¢cdes da invencdo podem aumentar a secregao
de IL-8. Foi demonstrado que a IL-8 desempenha um papel na
mielinizagdo dos neurdnios. Em algumas modalidades, as composi¢oes
da invengao podem ser usadas para aumentar a secrecao de IL-8.
[00137] As composicoes terapéuticas da invencao podem aumentar
a ativacdo do BDNF. O BDNF atua em certos neurbnios do sistema
nervoso central para apoiar a sobrevivéncia dos neurbnios existentes e
ajudar no crescimento e desenvolvimento de novos neurbnios e

sinapses. O BDNF ¢é ativo no hipocampo, no cértex e no prosencéfalo
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basal e € importante para a memoaria de longo prazo. As composicdes
da invengao podem, portanto, ser utilizadas para aumentar a secregao
de BDNF. As composicbes podem, portanto, ser utilizadas no
tratamento de doencas neurodegenerativas associadas ao
comprometimento da memoéria de longo prazo. As composi¢cbes da
invencao podem ser utilizadas para melhorar a memoaria de longo prazo,
em particular para melhorar a memoria de longo prazo que é
prejudicada por uma doenga neurodegenerativa.

[00138] Em certas modalidades, as composi¢cbes da invencio
aumentam a atividade metabdlica das mitocondrias nas células
neuronais.

[00139] Exemplos de doengas neurodegenerativas a serem tratadas
pelas composicdes da invengado incluem: doenca de Parkinson,
incluindo paralisia supranuclear progressiva, paralisia supranuclear
progressiva, sindrome de Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalia
por pressdo normal, parkinsonismo vascular ou arteriosclerético e
parkinsonismo induzido por farmacos; Doenca de Alzheimer, incluindo
sindrome de Benson; esclerose multipla; Doenga de Huntington;
esclerose lateral amiotréfica; Doengca de Lou Gehrig; doenga do
neurbnio motor; doenca do prion; ataxia espinocerebelar; atrofia
muscular espinhal; deméncia, incluindo corpo de Lewy, deméncia
vascular e  frontotemporal; afasia progressiva primaria;
comprometimento cognitivo leve; Comprometimento cognitivo
relacionado ao HIV, neuropatia inflamatéria progressiva e degeneragao
corticobasal.

[00140] Em certas modalidades, as composi¢coes da invencao sao
para uso na reducao da morte de neurdnios, em particular no tratamento
de disturbios neurodegenerativos. Em certas modalidades, as
composi¢cdes da invengao sao para uso na protecao de neurdnios, em

particular no tratamento de disturbios neurodegenerativos.
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[00141] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencdo sao
para uso na redugao ou prevencao de perda de células dopaminérgicas
na substancia negra. Em certas modalidades, as composi¢cbes da
invencao sao para uso na reducdo ou prevencao da degeneracao de
neurdnios dopaminérgicos na pars compacta da substancia negra. Em
certas modalidades, as composi¢cdes da invengdo sao para uso na
reducédo ou prevencao da degeneragao de neurdnios dopaminérgicos
na pars compacta da substancia negra e na consequente perda de suas
fibras nervosas projetadas no estriado. Em certas modalidades, as
composi¢cdes da invencao sdo para uso na reducdo ou prevencgao de
perda de neurénios dopaminérgicos nigroestriatais.

[00142] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invengao sao
para uso no aumento dos niveis de dopamina. Em certas modalidades,
as composi¢cdes da invengao sao para uso no aumento dos niveis de
DOPAC (acido 3,4-diidroxifenilacético). Em certas modalidades, as
composicdes da invencdo sio para uso no aumento dos niveis de
dopamina e DOPAC. Em certas modalidades, os niveis de dopamina
e/ou DOPAC s&o aumentados no estriado. Os niveis de dopamina e
DOPAC podem ser medidos usando qualquer método apropriado
conhecido na técnica, como um método radioenzimatico, por exemplo
no plasma ou LCR (por exemplo, como descrito em [69]), ou um método
HPLC de fase reversa, talvez com detecgédo eletroquimica, por exemplo,
no plasma ou no LCR (por exemplo, conforme descrito em [70]).
[00143] As propriedades neuroprotetoras das composicdes da
invengdo, como mostrado nos Exemplos, significam que as
composicoes podem ser particularmente eficazes para prevenir ou
retardar o inicio ou a progressao de disturbios neurodegenerativos. Em
certas modalidades, as composi¢des da invencido sdo para uso em
retardar o inicio ou a progressao de disturbios neurodegenerativos.

Modulacao do eixo microbiota-intestino-cérebro
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[00144] A comunicagado entre o intestino e o cérebro (o eixo
microbiota-intestino-cérebro) ocorre através de um sistema de
comunicagao neuro-humoral bidirecional. Evidéncias recentes mostram
que a microbiota que reside no intestino pode modular o
desenvolvimento do cérebro e produzir fenétipos comportamentais
através do eixo microbiota-intestino-cérebro. De fato, varias revisdes
sugerem um papel do eixo microbiota-intestino-cérebro na manutengéao
da funcionalidade do sistema nervoso central e da disfungao implicada
do eixo microbiota-intestino-cérebro no desenvolvimento de disturbios e
condi¢des do sistema nervoso central [16], [19], [71].

[00145] A comunicacéao bidirecional entre o cérebro e o intestino (ou
seja, o eixo intestino-cérebro) inclui o sistema nervoso central, sistemas
neuroendocrinos e neuroimunes, incluindo o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA), bragos simpaticos e parassimpaticos do sistema
nervoso autdbnomo. (SNA), incluindo o sistema nervoso entérico (SNE)
€ 0 nervo vago e a microbiota intestinal.

[00146] Como demonstrado nos exemplos, as composi¢cdes da
presente invencao podem modular o eixo microbiota-intestino-cérebro e
reduzir a morte celular associada a disturbios neurodegenerativos. Por
conseguinte, as composi¢des da invengdo podem ser uteis para o
tratamento ou prevengdo de disturbios neurodegenerativos, em
particular aqueles disturbios e condigdes associados a disfungdo do
eixo microbiota-intestino-cérebro.

[00147] Em modalidades particulares, as composicdes sédo para uso
em um método de tratamento ou prevenc¢ao de uma doencga ou condicao
selecionada do grupo que consiste em: doenca de Parkinson, incluindo
paralisia supranuclear progressiva, paralisia supranuclear progressiva,
sindrome de Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalia de pressao
normal, parkinsonismo vascular ou arteriosclerético e parkinsonismo

induzido por farmacos; Doenca de Alzheimer, incluindo sindrome de
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Benson; esclerose multipla; Doeng¢a de Huntington; esclerose lateral
amiotrofica; Doenga de Lou Gehrig; doenga do neurénio motor; doenca
do prion; ataxia espinocerebelar; atrofia muscular espinhal; deméncia,
incluindo corpo de Lewy, deméncia frontotemporal e vascular; afasia
progressiva primaria; comprometimento cognitivo leve;
Comprometimento cognitivo relacionado ao HIV, neuropatia inflamatéria
progressiva, e degeneracgao corticobasal.

[00148] As composi¢cdes da invencao podem ser particularmente
uteis para tratar ou prevenir doengas crénicas, tratar ou prevenir
doengas em pacientes que nao responderam a outras terapias (como
tratamento com Levodopa, agonistas da dopamina, inibidores de MAO-
B, inibidores de COMT, antagonistas do glutamato, e/ou
anticolinérgicos) e/ou tratamento ou prevencédo dos danos e sintomas
teciduais associados a disfun¢do do eixo microbiota-intestino-cérebro.
[00149] Em certas modalidades, as composicdées da invengdo
modulam o SNC. Em algumas modalidades, as composi¢cbes da
invengdo modulam o sistema nervoso autbnomo (SNA). Em algumas
modalidades, as composi¢cdes da invengao modulam o sistema nervoso
entérico (SNE). Em algumas modalidades, as composi¢des da invencgao
modulam o eixo hipotalamico, pituitario, adrenal (HPA). Em algumas
modalidades, as composicdes da invencdo modulam a Vvia
neuroendocrina. Em algumas modalidades, as composi¢cbes da
invengao modulam a via neuroimune. Em algumas modalidades, as
composicdes da invengao modulam o SNC, o SNA, o SNE, o eixo HPA
e/ou as vias neuroenddécrinas e neuroimunes. Em certas modalidades,
as composicoes da invencdo modulam os niveis de metabdlitos
comensais e/ou a permeabilidade gastrointestinal de um sujeito.
[00150] A sinalizagcdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulada por sistemas neurais. Por conseguinte, em algumas

modalidades, as composi¢cdes da invengao modulam a sinalizagdo em
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sistemas neurais. Em certas modalidades, as composi¢des da invengcao
modulam a sinalizagcdo do sistema nervoso central. Em algumas
modalidades, as composi¢cdes da invencdo modulam a sinalizagao em
neurdnios sensoriais. Em outras modalidades, as composi¢cdes da
invengdo modulam a sinalizacdo em neurdnios motores. Em algumas
modalidades, as composi¢des da invengdo modulam a sinalizagdo no
SNA. Em algumas modalidades, o SNA €& o sistema nervoso
parassimpatico. Em modalidades preferidas, as composicbes da
invengdo modulam a sinalizacdo do nervo vago. Em outras
modalidades, o SNA é o sistema nervoso simpatico. Em outras
modalidades, as composi¢des da invengdo modulam a sinalizagdo no
sistema nervoso entérico. Em certas modalidades, a sinalizacdo dos
neurénios SNA e SNE responde diretamente ao conteudo luminal do
trato gastrointestinal. Em outras modalidades, a sinalizagdo dos
neurbnios SNA e SNE responde indiretamente aos neuroquimicos
produzidos por bactérias Iluminais. Em outras modalidades, a
sinalizacdo dos neurénios SNA e SNE responde a neuroquimicos
produzidos por bactérias luminais ou células enteroenddcrinas. Em
certas modalidades preferidas, os neurbnios do SNE ativam aferentes
vagais que influenciam as fun¢gées do SNC. Em algumas modalidades,
as composigdes da invengdo regulam a atividade das células
enterocromafinas.

Doencas Neurodeqgenerativas

Doenca de Parkinson

[00151] A doenga de Parkinson € uma doenga neurodegenerativa
comum caracterizada neuropatologicamente pela degeneracdo de
populagcbes heterogéneas de células neurais (células produtoras de
dopamina). O diagndstico clinico da doenga de Parkinson requer
bradicinesia e pelo menos um dos seguintes sintomas principais: tremor

em repouso; rigidez muscular e comprometimento do reflexo postural.
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Outros sinais e sintomas que podem estar presentes ou se desenvolver
durante a progressao da doencga sao disturbios autonédmicos (sialorreia,
seborreia, constipagao, disturbios de micgao, funcionamento sexual,
hipotensao ortostatica, hiperidrose), disturbios do sono e disturbios no
sentido do olfato ou na sensacado de temperatura. A doenca de
Parkinson € uma doenga neurodegenerativa que pode se desenvolver
ou persistir devido a disfungao do eixo microbiota-intestino-cérebro.
Portanto, em modalidades preferidas, as composi¢des da invengao séo
para uso no tratamento ou prevencido da doenca de Parkinson em um
sujeito.

[00152] Em outras modalidades preferidas, as composicdes da
invengdo sao para utilizaggo em um meétodo de tratamento ou
prevengdo da doenga de Parkinson. As composi¢gdes da invengao
podem melhorar as fungbes motoras e cognitivas em modelos da
doenga de Parkinson. O tratamento com as composi¢ées pode modular
a sinalizacdo nos sistemas nervosos central, autonébmico e entérico;
pode modular a atividade da via do eixo HPA; pode modular vias
neuroendocrinas e/ou neuroimunes; € pode modular os niveis de
metabdlitos comensais, marcadores inflamatdrios e/ou permeabilidade
gastrointestinal de um sujeito, todos os quais estdo implicados na
neuropatologia da doenca de Parkinson. Em formas de realizagéo
preferidas, a invencao fornece uma composi¢ao compreendendo uma
cepa bacteriana da espécie Megasphaera massiliensis para uso em um
método de tratamento ou prevencdo da doenca de Parkinson. As
composicdes usando Megasphaera massiliensis podem ser
particularmente eficazes no tratamento da doenca de Parkinson. A
composicao pode ainda compreender um acido organico.

[00153] Em modalidades preferidas, as composi¢cdes da invencéo
previnem, reduzem ou aliviam um ou mais dos sintomas da doenca de

Parkinson em um sujeito. Em modalidades preferidas, as composigdes
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da invencao previnem, reduzem ou aliviam um ou mais sintomas
principais da doenca de Parkinson em um sujeito. Em certas
modalidades, as composi¢cdées da invencao previnem, reduzem ou
aliviam a bradicinesia em um sujeito. Em certas modalidades, as
composicdes da invengao previnem, reduzem ou aliviam o tremor em
repouso; rigidez muscular e/ou comprometimento do reflexo postural em
um sujeito. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invengao
previnem, reduzem ou aliviam um ou mais sintomas associados a
progressao da doenga de Parkinson selecionados a partir de disturbios
autonémicos (sialorreia, seborreia, constipagdo, disturbios de micgao,
funcionamento sexual, hipotensdo ortostatica, hiperidrose), disturbios
de sono e disturbios no sentido do olfato ou na sensacido de
temperatura.

[00154] Em modalidades preferidas, as composi¢des da invengéo
previnem, reduzem ou aliviam sintomas depressivos comorbidos com a
doenca de Parkinson. Em certas modalidades, as composi¢cdes da
invencdo melhoram a memoaria verbal e/ou as fungdes executivas. Em
certas modalidades, as composi¢cdes da invencdao melhoram a atencéo,
memoria de trabalho, fluéncia verbal e/ou ansiedade.

[00155] Em outras modalidades preferidas, as composicdes da
invengdo previnem, reduzem ou aliviam disfungdes cognitivas
comorbidas com a doenga de Parkinson.

[00156] Em certas modalidades, as composi¢cbes da invencao
previnem, reduzem ou aliviam a progressao da doenga de Parkinson.
Em certas modalidades, as composi¢gdes da invengdo previnem,
reduzem ou aliviam complicagbes motoras posteriores. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invengado previnem, reduzem ou
aliviam flutuacbes motoras tardias. Em certas modalidades, as
composigdes da invengdo previnem, reduzem ou aliviam a perda

neuronal. Em certas modalidades, as composi¢coes da invencgao
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melhoram os sintomas da deméncia da doenca de Parkinson (DDP). Em
certas modalidades, as composi¢des da invengao previnem, reduzem
ou aliviam o comprometimento da funcdo executiva, atencédo e/ou
memoaria de trabalho. Em certas modalidades, as composi¢des da
invencdo melhoram a neurotransmissdo dopaminérgica. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invencao previnem, reduzem ou
aliviam a neurotransmiss&o dopaminérgica prejudicada.

[00157] Em algumas modalidades, as composi¢cbes da invengéo
melhoram os sintomas da doencga de Parkinson de acordo com uma
escala sintomatica ou diagndstica. Em certas modalidades, os testes
para avaliar a melhora sintomatica da fungdo motora na doenca de
Parkinson sdo a Escala Unificada de Classificacdo da Doenca de
Parkinson. Em particular, a UPDRS Il considera a atividade da vida
diaria e a UPDRS lll considera o exame motor.

[00158] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengéo
melhoram os sintomas associados a DDP de acordo com um teste e/ou
escala sintomaticos ou diagndsticos. Em certas modalidades, o teste ou
escala sao selecionados entre o Teste de Aprendizagem Verbal de
Hopkins - Revisado (HVLT-R); o Sistema de Fung¢do Executiva Denis-
Kaplan (D-KEFS); a Escala de Avaliacao de Depressdo de Hamilton
(HAM-D 17; depresséo); a Escala de Avaliagdo de Ansiedade de
Hamilton (HAM-A; ansiedade) e a Escala Unificada de Avaliacdo de
Doenca de Parkinson (UPDRS; gravidade dos sintomas da DP).
[00159] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengao
melhoram a escala da Impressao Global Clinica - Melhora Global (CGI-
I) para avaliar disturbios psiquiatricos e neurolégicos. Em algumas
modalidades, as composi¢oes da invencao exibem um efeito positivo no
comprometimento social e ocupacional global do sujeito com doenga de
Parkinson.

[00160] Em certas modalidades, as composi¢coes da invencido sao
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para uso no tratamento ou prevencao de disturbios neurolégicos, como
a doencga de Parkinson, em um sujeito em que o referido uso envolve
reduzir ou prevenir a perda de células dopaminérgicas na substancia
negra. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invengéo sao para
uso no tratamento ou prevencao de disturbios neuroldégicos, como a
doencga de Parkinson, em um sujeito em que o referido uso envolve a
reducédo ou prevencao da degeneragao de neurdnios dopaminérgicos
na pars compacta da substancia negra. Em certas modalidades, as
composic¢des da invencao sao para uso no tratamento ou prevengao de
disturbios neurologicos, como a doenga de Parkinson, em um sujeito em
que o referido uso envolve a reducéo ou prevencao da degeneracao de
neurdnios dopaminérgicos na pars compacta da substancia negra e a
consequente perda de suas fibras nervosas projetadas no estriado. Em
certas modalidades, as composi¢cdes da invengcdo sédo para uso no
tratamento ou prevencgéao de disturbios neurolégicos, como a doenga de
Parkinson, em um sujeito em que o referido uso envolve reduzir ou
prevenir a perda de neurénios dopaminérgicos nigroestriatais.

[00161] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invengdo sio
para uso no tratamento ou prevengao de disturbios neurolégicos, como
a doencga de Parkinson, em um sujeito em que o referido uso envolve
niveis crescentes de dopamina. Em certas modalidades, as
composicdes da invencio sdo para uso no tratamento ou prevencéo de
disturbios neurologicos, como a doenga de Parkinson, em um sujeito em
que o referido uso envolve niveis crescentes de DOPAC. Em certas
modalidades, as composi¢des da invengao sao para uso no tratamento
ou prevencao de disturbios neuroldgicos, como a doenga de Parkinson,
em um sujeito em que o referido uso envolve o aumento dos niveis de
dopamina e DOPAC. Em certas modalidades, os niveis de dopamina
e/ou DOPAC sédo aumentados no estriado.

Doenca de Alzheimer e deméncia
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[00162] No DSM-5, o termo deméncia foi substituido pelos termos
disturbio neurocognitivo maior e disturbio neurocognitivo leve. O
disturbio neurocognitivo € uma classe heterogénea de doengas
psiquiatricas. O disturbio neurocognitivo mais comum é a doenca de
Alzheimer, seguida por deméncias vasculares ou formas mistas das
duas. Outras formas de disturbios neurodegenerativos (por exemplo,
doenga do corpo de Lewy, deméncia frontotemporal, deméncia de
Parkinson, doenga de Creutzfeldt-Jakob, doenga de Huntington e
sindrome de Wernicke-Korsakoff) sdo acompanhadas por deméncia.
[00163] A doenca de Alzheimer e a deméncia também s&o
caracterizadas por perda neuronal, de modo que os efeitos
neuroprotetores e neuroproliferativos mostrados nos exemplos para as
composi¢gdes da invencao indicam que eles podem ser uteis no
tratamento ou prevencgao dessas condicdes.

[00164] Os critérios sintomaticos para deméncia sob o DSM-5 s&o
evidéncias de declinio cognitivo significativo de um nivel anterior de
desempenho em um ou mais dominios cognitivos selecionados dentre:
aprendizado e memoria; lingua; funcao executiva; atengédo complexa;
cognicao perceptivo-motora e social. Os déficits cognitivos devem
interferir na independéncia nas atividades cotidianas. Além disso, os
déficits cognitivos ndo ocorrem exclusivamente no contexto de um
delirio e ndo s&o mais bem explicados por outro transtorno mental (por
exemplo, DDM ou esquizofrenia).

[00165] Além do sintoma primario, os sujeitos com disturbios
neurodegenerativos apresentam sintomas comportamentais e
psiquiatricos, incluindo agitacdo, agressao, depressdo, ansiedade,
apatia, psicose e disturbios do ciclo de vigilia.

[00166] Os disturbios neurodegenerativos podem se desenvolver ou
persistir devido a disfuncdo do eixo microbiota-intestino-cérebro.

Portanto, em modalidades preferidas, as composi¢des da invengao sao
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para uso no tratamento ou prevencao de disturbios neurodegenerativos
em um sujeito. Em formas modalidades preferidas, o disturbio
neurodegenerativo € a doenga de Alzheimer. Em outras modalidades, o
disturbio neurodegenerativo é selecionado a partir de deméncias
vasculares; doenca de Alzheimer de forma mista e deméncia vascular;
doenga do corpo de Lewy; deméncia frontotemporal; Deméncia de
Parkinson; Doenga de Creutzfeldt-Jakob; Doenga de Huntington; e
sindrome de Wernicke-Korsakoff.

[00167] Em modalidades preferidas, as composi¢cdes da invencao
previnem, reduzem ou aliviam um ou mais dos sintomas de disturbios
neurodegenerativos um sujeito. Em certas modalidades, as
composi¢cdes da invengao previnem, reduzem ou aliviam a ocorréncia
de declinio cognitivo em um sujeito. Em certas modalidades, as
composi¢cdes da invencdo melhoram o nivel de desempenho de um
sujeito com disturbios neurodegenerativos em um ou mais dominios
cognitivos selecionados dentre: aprendizado e memodria; lingua; fungao
executiva; atengcdo complexa; cognigao perceptivo-motora e social. Em
algumas modalidades, as composi¢cdes da invencéo previnem, reduzem
ou aliviam a ocorréncia de um ou mais sintomas comportamentais e
psiquiatricos associados a disturbios neurodegenerativos selecionados
dentre agitacdo, agressdo, depressao, ansiedade, apatia, psicose e
disturbios do ciclo de vigilia.

[00168] Em certas modalidades, as composi¢cbes da invencao
previnem, reduzem ou aliviam doencas sintomaticas por intervencéo em
mecanismos patogénicos suspeitos em um estagio pré-clinico. Em
certas modalidades, as composicbes da invencao melhoram a
modificacdo da doenga, com desaceleracao ou interrupgcdo da
progressao dos sintomas. Em algumas modalidades, a desaceleragéo
ou interrupgdo da progressao dos sintomas se correlacionam com

evidéncias no atraso do processo neuropatoldgico subjacente. Em
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modalidades preferidas, as composi¢cdées da invencdo melhoram os
sintomas de disturbios neurodegenerativos compreendendo melhoria
cognitiva e funcional aprimorada. Em modalidades preferidas, as
composi¢cdes da invencao melhoram os sintomas comportamentais e
psiquiatricos da deméncia (SCPD). Em modalidades preferidas, as
composi¢gdes da invengao melhoram a capacidade de um sujeito com
disturbio neurodegenerativo de realizar atividades diarias.

[00169] Em modalidades preferidas, as composi¢cdes da invengao
melhoram a cognicéo e o funcionamento de um sujeito com doenga de
Alzheimer. Em algumas modalidades, a composi¢gdo da invengao
melhora o desfecho cognitivo em um sujeito com doenca de Alzheimer.
Em algumas modalidades, as composi¢des da invengdo melhoram o
desfecho funcional em um sujeito com doenca de Alzheimer. Em
modalidades preferidas, as composi¢cdes da invencdo melhoram o
desfecho cognitivo e funcional em um sujeito com doenga de Alzheimer.
Em ainda outras modalidades preferidas, as composi¢des da invengao
melhoram a resposta clinica geral (o desfecho global) em um sujeito
com doenca de Alzheimer.

[00170] Em algumas modalidades, as composi¢des da invencao
melhoram os sintomas de disturbios neurodegenerativos de acordo com
um teste sintomatico ou diagndstico. Em certas modalidades, os testes
para avaliar a melhora sintomatica da doenca de Alzheimer (e outros
disturbios neurodegenerativos) sado selecionados a partir de cogni¢oes
objetivas, atividades da vida diaria, avaliagcdo global de mudangas,
testes de qualidade de vida relacionados a saude e testes para avaliar
sintomas comportamentais e  psiquiatricos de  disturbios
neurodegenerativos.

[00171] Em certas modalidades, os testes cognitivos objetivos para
avaliagcdo da melhoria sintomatica usam a subescala cognitiva da

Escala de Avaliagao da doenca de Alzheimer (ADAS-cog) e a escala
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ADAS classica. Em certas modalidades, a melhora sintomatica da
cognicao é avaliada usando-se a Bateria de Teste Neurofisioldgico para
Uso na Doencga de Alzheimer (BTN).

[00172] Em algumas modalidades, a avaliacao global do teste de
mudanca usa a escala da Impressao Global Clinica — Melhora Global
(CGI-l) para avaliar disturbios psiquiatricos e neurologicos. Em algumas
modalidades, a escala global € a Impressdo de Mudanga Baseada na
Entrevista com o Clinico Plus (CIBIC-plus). Em algumas modalidades,
a escala global é a Impressao Global de Mudanga do Clinico da Unidade
de Estudo Cooperativo para a Doenga de Alzheimer (ADCS-CGIC).
[00173] Em certas modalidades, as medidas de qualidade de vida
relacionadas a saude sdo a QOL Relacionada a Doenga de Alzheimer
(ADRQL) e a QOL de Doenga de Alzheimer (QOL-AD).

[00174] Em certas modalidades, os testes que avaliam sintomas
comportamentais e psiquiatricos de disturbios neurodegenerativos sao
selecionados dentre a Escala de Classificagdo de patologia
Comportamental na Doenga de Alzheimer (BEHAVE-AD); a Escala de
Avaliagdo Comportamental para Deméncia (BRSD); o Inventario
Neuropsiquiatrico (NPI); e o Inventario de Agitacdo de Cohen-Mansfield
(CMAI).

[00175] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengdo sao
particularmente eficazes na prevencéao, reducao ou alivio de disturbios
neurodegenerativos quando usadas em combinagdo com outra terapia
para o tratamento de disturbios neurodegenerativos. Em certas
modalidades, essas terapias incluem inibidores da acetilcolinesterase,
incluindo donepezil (Aricept®), galantamina (Razadyne®) e rivastigmina
(Exelon®) e memantina.

Esclerose Multipla

[00176] A esclerose multipla (EM) € uma doenga desmielinizante, na

qual a bainha de mielina que circunda os neurénios no cérebro e na
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medula espinhal é danificada. As causas exatas subjacentes da EM s&o
desconhecidas, mas acredita-se que variem entre os individuos. Certas
formas de EM s&o hereditarias. Acredita-se também que fatores
ambientais contribuam para a EM. Em alguns individuos, uma
combinacédo de fatores genéticos e ambientais pode desencadear o
aparecimento da EM.

[00177] Ha uma grande variedade de sintomas associados a EM. Os
sujeitos podem exibir quase qualquer sintoma neuroldgico associado ao
comprometimento dos controles autonémico, visual, motor ou sensorial.
Os sintomas exatos variam de acordo com o local do dano
neuronal/desmielinizagéo.

[00178] AIL-8tem sido implicada na formacgao de bainhas de mielina.
As composigbes da invengdo podem, portanto, ser utilizadas na
remielinizagcdo de neurbnios em sujeitos com EM. As composigdes da
invencdo também podem ser usadas para proteger os neurbnios da
desmielinizacdao. Em outras palavras, as composi¢cdes da invencao
podem ser utilizadas em um método de tratamento ou prevencdo da
esclerose multipla, restaurando ou prevenindo a perda de bainhas de
neurénios mielina.

[00179] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao
previnem, reduzem ou aliviam um ou mais sintomas de EM em um
sujeito. Em certas modalidades, as composi¢des da invencao previnem,
reduzem ou aliviam a fadiga em um sujeito. Em certas modalidades, as
composicdes da invencdo previnem, reduzem ou aliviam tremores em
repouso, fraqueza muscular, espasmos musculares, rigidez muscular,
parestesia e/ou ataxia em um sujeito. Em certas modalidades, as
composicdes da invencido previnem, reduzem ou aliviam um ou mais
sintomas associados a progressdo da EM selecionados na lista que
consiste em disturbios autonémicos: constipacao, disturbios de micc¢ao,

funcionamento sexual, disfagia, disartria, sincope, vertigem e/ou
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tontura; disturbios do sono; e disturbios no sentido do olfato ou na
sensacao de temperatura. Em algumas modalidades, as composi¢cdes
da invengdo previnem, reduzem ou aliviam um ou mais sintomas
oculares associados a EM. Em algumas modalidades, o sintoma ocular
€ selecionado da lista que consiste em perda de visdo, dor ocular,
daltonismo, visdo dupla e/ou movimentos oculares involuntarios em um
sujeito.

[00180] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invencéo
previnem, reduzem ou aliviam tontura, vertigem, dores neuropaticas,
dores musculoesqueléticas, disfungdo cognitiva, incontinéncia
intestinal, disfagia, disartria ou qualquer combinagado das mesmas.
[00181] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao
previnem, reduzem ou aliviam sintomas depressivos ou ansiedade
comorbida com EM.

[00182] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invencao, a
melhoria dos sintomas sao determinadas usando os critérios de
McDonald de 2017 para o diagnéstico de EM.

[00183] Em certas modalidades, o tratamento com as composi¢des
da invengao resulta em uma redugao na incidéncia ou gravidade da EM.
Em certas modalidades, as composi¢oes da invencao sao para uso na
reducdo da incidéncia ou gravidade da recaida. Em certas modalidades,
o tratamento com as composi¢des da invengao previne um declinio na
funcdo motora ou resulta em uma fungdo motora melhorada associada
a EM. Em certas modalidades, as composicdes da invencao sdo para
uso na prevenc¢ao de um declinio na fungdo motora ou para uso na
melhoria da funcdo motora no tratamento de EM. Em certas
modalidades, o tratamento com as composi¢des da invencgao previne o
desenvolvimento de paralisia na EM. Em certas modalidades, as
composicdes da invengao sdo para uso na prevencao de paralisia no

tratamento de EM.
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[00184] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencao séo
para uso na prevencao de esclerose multipla em um paciente que foi
identificado como em risco de esclerose multipla, ou que foi
diagnosticado com esclerose multipla em estagio inicial ou esclerose
multipla "remitente-recorrente". As composicdes da invencido podem ser
Uteis para impedir o desenvolvimento de EM. As composicbes da
invengdo podem ser uteis para impedir a progressdo da EM. Em certas
modalidades, as composi¢gdes da invencdo sdo para uso em um
paciente identificado como tendo uma predisposicdo genética para a
EM, como o fendtipo de classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), antigeno leucocitario humano (HLA) -DR2
ou HLA-DRA4.

[00185] As composi¢des da invengao podem ser uteis para gerenciar
ou aliviar a esclerose multipla. As composi¢des da invencédo podem ser
particularmente uteis para reduzir os sintomas associados a esclerose
multipla. O tratamento ou a prevencao podem se referir, por exemplo, a
uma atenuagdo da gravidade dos sintomas ou a uma redug¢do na
frequéncia das exacerbagdes ou na gama de desencadeantes que sao
um problema para o paciente. Em certas modalidades, as composi¢cdes
da invengao retardam ou interrompem a progressao da doenga.
[00186] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencido sao
para uso no tratamento de EM remitente-recorrente. Em modalidades
alternativas, as composi¢des da invengao sdo para uso no tratamento
de EM progressiva, como EM secundaria progressiva (EMSP), que se
desenvolve ao longo do tempo apds o diagndstico de EMRR, EM
primaria progressiva MS (EMPP), que exibe deterioragao neuroldgica
continua gradual, e EM recaida progressiva (EM), que é semelhante a
EMPP, mas com recaidas sobrepostas.

[00187] Em certas modalidades, as composi¢des da invencdo sao

para uso no tratamento de um ou mais dos sintomas de EM
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selecionados do grupo que consiste em: fadiga, problemas de viséao,
dorméncia, formigamento, espasmos musculares, rigidez muscular,
fraqueza muscular, problemas de mobilidade, dor, problemas de
pensamento, aprendizado e planejamento, depressdo e ansiedade,
problemas sexuais, problemas de bexiga, problemas intestinais,
dificuldades de fala e degluticao.

Fatores neuroquimicos, heuropeptideos e neurotransmissores e o0 eixo

microbiota-intestino-cérebro

[00188] Como descrito acima, o eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulado por varios sistemas fisioldgicos diferentes. O eixo microbiota-
intestino-cérebro € modulado por varias moléculas de sinalizagao.
Alteragdes nos niveis dessas moléculas sinalizadoras resultam em
doengas neurodegenerativas. As experiéncias realizadas pelos
inventores indicam que a administracdo de cepas bacterianas
comensais de Megasphaera, e em particular Megasphaera massiliensis,
pode modular os niveis de indol e quinurenina. A desregulagido desses
metabdlitos pode levar a doengas neurodegenerativas, como a doenga
de Parkinson.

[00189] Em certas modalidades, as composicoes da invencéo
modulam os niveis de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos. Em
modalidades preferidas, o metabdlito é quinurenina. Em certas
modalidades, as composi¢des da inven¢cdo modulam a quinurenina, que
€ a principal via do metabolismo do triptofano, que serve como uma rota
para a produgdo de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD+). A
quinurenina pode ser metabolizada em compostos neuroativos, como o
acido cinurénico (KYNA) e 3-hidroxi-1-quinurenina (3-OH-1-KYN) e, em
outras etapas, no acido quinolinico (QUIN). A desregulacéo da via da
quinurenina pode levar a ativagado do sistema imunoldgico e ao acumulo
de compostos potencialmente neurotoxicos. Alteragdes no metabolismo

da quinurenina podem estar envolvidas no desenvolvimento das
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doencas de Parkinson. Demonstrou-se que os niveis de quinurenina
diminuiram no cortex frontal, no putdmen e na pars compacta da
substancia negra de pacientes com DP (doenga de Parkinson) [72].
Portanto, em certas modalidades, as composi¢des da invengao séo para
uso no aumento dos niveis de quinurenina no tratamento da doenca de
Parkinson.

[00190] Em certas modalidades da invengao, as composicdes da
invengdo podem aumentar os niveis de quinurenina. Demonstrou-se
que niveis aumentados de quinurenina atenuam a morte celular
neuronal induzida por MPP+- in vitro em uma linhagem celular de
neuroblastoma dopaminérgico humano [73]. Em certas modalidades, a
quinurenina e o acido quinurénico, podem ativar o receptor Gl de aril
hidrocarboneto (Ahr) e os receptores GPR35. Ativagéo do receptor Ahr
induz a producao de IL-22, que pode inibir a inflamacéo local. Ativacéo
do GPR35 induzindo a producéao de trifosfato de inositol e mobilizagdo
de Ca2+.

[00191] Em certas modalidades, as composicdées da invencéo
modulam os niveis de indol. Em modalidades preferidas, o metabdlito é
quinurenina. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencgao
modulam a quinurenina, que € a principal via do metabolismo do
triptofano.

[00192] A sinalizagcdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulada por niveis de fatores neuroquimicos, neuropeptideos e
neurotransmissores. Por conseguinte, em certas modalidades, as
composigdes da invengdo modulam niveis de fatores neuroquimicos,
neuropeptideos e neurotransmissores. Por conseguinte, em certas
modalidades preferidas, as composigcdes da invengdo alteram
diretamente a bioquimica do SNC.

[00193] A sinalizagdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é

modulada pelos niveis de acido y-aminobutirico (GABA). Por
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conseguinte, em formas de realizacédo preferidas, as composi¢cdes da
invencao modulam os niveis de GABA. O GABA é um neurotransmissor
inibitério que reduz a excitabilidade neuronal. Em certas modalidades,
as composi¢des da invengao aumentam os niveis de GABA. Em certas
modalidades, as composicdées da invencdo diminuem os niveis de
GABA. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencao alteram a
neurotransmissdo GABAérgica. Em certas modalidades, as
composicdes da invencdo modulam o nivel de transcricado de GABA em
diferentes regides do sistema nervoso central. Em certas modalidades,
o GABA derivado comensal atravessa a barreira hematoencefalica e
afeta diretamente a neurotransmissdo. Em certas modalidades, as
composicdées da invengao levam a uma redugcdao de GABA no
hipocampo, amigdala e/ou locus coeruleus. Em certas modalidades, as
composigdes da invengdo levam a um aumento de GABA nas regides
corticais.

Resposta imune

[00194] A sinalizacdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulada por altera¢des na resposta imune e em fatores e marcadores
inflamatdrios. Por conseguinte, em certas modalidades, as composi¢des
da invencao podem modular a resposta imune. Em certas modalidades,
as composi¢cdes da invencdo modulam os niveis sistémicos das
moléculas de sinalizagdo neuroimune circulantes. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invencdo modulam a producgao e
inflamacéo de citocinas pré-inflamatoérias. Em certas modalidades, as
composigdes da invengdo modulam o estado inflamatorio. Em certas
modalidades, as composi¢coes da invencdo diminuem a producdo e
secrecao de IL-6. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencao
diminuem a ativacdo do promotor de NFkB. Em certas modalidades, as
composicdes da invencido sao capazes de modular a ativagao da

producéo de IL-6 pelo potente lipopolissacarideo (LPS) de endotoxina
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pro-inflamatorio. Em certas modalidades, as composi¢des da invengao
sdo capazes de modular a ativagdo do promotor de NFkB por proteinas
mutantes de LPS e a-sinucleina, como a A53T. Niveis circulantes
aumentados de citocinas estdo intimamente associados a varios
disturbios neurodegenerativos, incluindo Parkinson, deméncia e
Alzheimer. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencado sao
para uso na reducdo dos niveis de IL-6 e/ou NFKB no tratamento de um
disturbio neurodegenerativo. Em algumas modalidades, as
composi¢cdées da invengdo aumentam a secregcao de IL-8. Foi
demonstrado que a IL-8 induz a formag¢do da bainha de mielina e
restaura ou preserva a comunicagao neuronal eficaz. Assim, em
algumas modalidades, as composi¢des da invengao s&o para uso na
inducdo da formacgéo de bainha de mielina no tratamento de doencgas
neurodegenerativas. Em algumas modalidades, as composi¢des da
invencdo sdo para uso na restauracdo da comunicagdo neuronal. Em
algumas modalidades, as composi¢des da invengao sdo para uso na
preservacao da comunicagao neuronal.

[00195] A sinalizagdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulada por niveis de metabdlitos comensais. Por conseguinte, em
certas modalidades, as composi¢cdes da invencdo modulam os niveis
sistémicos dos metabdlitos da microbiota. Em certas formas de
realizacao preferidas, as composi¢cdes da invencdo modulam o nivel de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Em certas modalidades, o nivel
de AGCCs é aumentado ou diminuido. Em algumas modalidades, o
nivel de AGCCs é aumentado. Em algumas modalidades, o AGCC é
acido butirico (AB) (ou butirato). Em algumas modalidades, o AGCC é
acido propidnico (APP). Em algumas modalidades, o AGCC é acido
acético. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invengao modulam
a capacidade dos AGCCs de atravessar a barreira hematoencefalica.

[00196] A acetilacdo e desacetilacdo de histonas sdo importantes
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reguladores epigenéticos da expressao génica. Um desequilibrio na
acetilacdo e desacetilacao de histonas pode resultar em apoptose. A
desregulacao dessas histona acetiltransferases tem sido implicada na
patogénese associada a doencas neurodegenerativas associadas a
idade, como doenga de Parkinson, doenca de Huntington, doenga de
Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica e declinio cognitivo [74]. Por
conseguinte, em certas modalidades, as composi¢bes da invengao
podem modular a atividade da histona desacetilase. Em certas
modalidades, as composicdes da invencdo podem reduzir a atividade
da histona desacetilase. Em certas modalidades, as composi¢cdes da
invengdo podem reduzir a atividade da histona acetilase. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invengao podem reduzir a atividade
da histona desacetilase de classe 1.

[00197] Pacientes com doengas neurodegenerativas, incluindo
doenca de Parkinson, doenga de Huntington, doenca de Alzheimer e
esclerose lateral amiotrdéfica, apresentam altos niveis de peroxidacao
lipidica. Os lipidios sdo vulneraveis a oxidacao por espécies reativas de
oxigénio, e o cérebro € rico em acidos graxos poli-insaturados. Por
conseguinte, em certas modalidades, as composi¢gbes da invencao
podem modular a peroxidacao lipidica. Em certas modalidades, as
composicdes da invencdo podem reduzir a peroxidacdo lipidica. A
reducao do dano oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio
pode ser usada para atingir precocemente os estagios das doengas
neurodegenerativas. Dessa forma, em certas modalidades, as
composicées da invencdo sao para uso no tratamento de
neurodegeneragao em estagio inicial. Também dessa forma, em certas
modalidades, as composicdes da invencao sdo para uso na prevengao
do desenvolvimento de um disturbio neurodegenerativo. Em tais
modalidades, as composi¢des da invencado podem ser usadas em um

paciente que foi identificado como em risco de desenvolver um disturbio
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neurodegenerativo.

[00198] A sinalizacdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulada por niveis de permeabilidade gastrointestinal. Por
conseguinte, em algumas modalidades, as composi¢des da invengcao
alteram a integridade do epitélio do trato gastrointestinal. Em certas
modalidades, as composi¢des da invengdo modulam a permeabilidade
do trato gastrointestinal. Em certas modalidades, as composi¢cbes da
invencdo modulam a funcdo de barreira e a integridade do trato
gastrointestinal. Em certas modalidades, as composi¢des da invengao
modulam a motilidade do trato gastrointestinal. Em certas modalidades,
as composicdes da invengcdo modulam a translocacdo de metabalitos
comensais e moléculas de sinalizacdo inflamatéria para a corrente
sanguinea a partir do lumen do trato gastrointestinal.

[00199] A sinalizacdo do eixo microbiota-intestino-cérebro é
modulada pela composi¢&o do microbioma no trato gastrointestinal. Por
conseguinte, em certas modalidades, as composi¢cdes da invengao
modulam a composi¢do de microbioma do trato gastrointestinal. Em
certas modalidades, as composi¢cdes da invencao evitam a disbiose do
microbioma e aumentos associados de metabdlitos téxicos (por
exemplo, LPS). Em certas modalidades, as composi¢des da invengao
modulam os niveis de Clostridium no trato gastrointestinal. Em
modalidades preferidas, as composi¢des da invencédo reduzem o nivel
de Clostridium no trato gastrointestinal. Em certas modalidades, as
composigdes da invengao reduzem os niveis de Campylobacter jejuni.
Em certas modalidades, as composicdes da invencdo modulam a
proliferacdo de bactérias anaerdbicas prejudiciais e a produgao de
neurotoxinas produzidas por essas bactérias. Em certas modalidades,
as composigcdes da invencdo modulam os niveis de microbioma de
Lactobacillus el/ou Bifidobacterium. Em certas modalidades, as

composicdes da invencdo modulam os niveis de microbioma dos
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géneros Sutterella, Prevotella, Rumincoccus elou da familia
Alcaligenaceae. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invengao
aumentam o nivel de Lactobacillus plantarum elou Saccharomyces
boulardii.

Les&o cerebral

[00200] Os exemplos demonstram que as composi¢cdes da invencao
sdo neuroprotetoras e possuem atividade inibidora de HDAC. O HDAC2
€ um alvo crucial para a recuperacao funcional do derrame [75] e a
inibicado do HDAC pode prevenir lesdes na substancia branca [76], de
modo que as composi¢des da invencdo podem ser uteis no tratamento
de lesbes cerebrais.

[00201] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencao sio
para uso no tratamento de lesao cerebral. Em algumas modalidades, a
lesdo cerebral é uma lesdo cerebral traumatica. Em algumas
modalidades, a lesdo cerebral € uma les&o cerebral adquirida. Em
algumas modalidades, as composi¢des da invengao sao para uso no
tratamento de lesdo cerebral resultante de trauma. Em algumas
modalidades, as composi¢des da invengao sao para uso no tratamento
de lesédo cerebral resultante de um tumor. Em algumas modalidades, as
composicdes da invengao sao para uso no tratamento de lesao cerebral
resultante de um derrame. Em algumas modalidades, as composi¢des
da invengao sio para uso no tratamento de lesdo cerebral resultante de
uma hemorragia cerebral. Em algumas modalidades, as composigoes
da invengao sao para uso no tratamento de lesao cerebral resultante de
encefalite. Em algumas modalidades, as composigdes da invengao sao
para uso no tratamento de lesao cerebral resultante de hipoxia cerebral.
Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengao sio para uso
no tratamento de les&o cerebral resultante de andxia cerebral.

[00202] Nas modalidades preferidas, as composi¢des da invencgao

sdo para uso no tratamento de derrame. Os efeitos mostrados nos
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exemplos sao particularmente relevantes para o tratamento de derrame.
O derrame ocorre quando o fluxo sanguineo para pelo menos uma parte
do cérebro é interrompido. Sem um suprimento adequado de sangue
para fornecer oxigénio e nutrientes ao tecido cerebral e remover
residuos do tecido cerebral, as células cerebrais rapidamente comecam
a morrer. Os sintomas do derrame dependem da regido do cérebro
afetada pelo fluxo sanguineo inadequado. Os sintomas incluem
paralisia, dorméncia ou fraqueza dos musculos, perda de equilibrio,
tontura, dores de cabeca subitas e graves, comprometimento da fala,
perda de memodria, perda de capacidade de raciocinio, confus&o subita,
comprometimento da visdo, coma ou até morte. Um derrame também &
conhecido como ataque cerebral ou acidente vascular cerebral (AVC).
Os sintomas do AVC podem ser breves se o fluxo sanguineo adequado
for restaurado dentro de um curto periodo de tempo. No entanto, se o
fluxo sanguineo inadequado continuar por um periodo significativo, os
sintomas podem ser permanentes.

[00203] Em algumas modalidades, o derrame é isquemia cerebral. A
isquemia cerebral ocorre quando ha fluxo sanguineo insuficiente para
os tecidos do cérebro para atender a demanda metabdlica. Em algumas
modalidades, a isquemia cerebral é isquemia cerebral focal, ou seja,
confinada a uma regido especifica do cérebro. Em algumas
modalidades, a isquemia cerebral € isquemia cerebral global, ou seja,
abrangendo uma ampla area do tecido cerebral. A isquemia cerebral
focal geralmente ocorre quando um vaso cerebral fica bloqueado,
parcial ou completamente, reduzindo o fluxo sanguineo para uma regiao
especifica do cérebro. Em algumas modalidades, a isquemia cerebral
focal € um acidente vascular cerebral isquémico. Em algumas
modalidades, o acidente vascular cerebral isquémico é trombdtico, isto
€, causado por um trombo ou coagulo sanguineo, que se desenvolve

em um vaso cerebral e restringe ou bloqueia o fluxo sanguineo. Em
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algumas modalidades, o acidente vascular cerebral isquémico € um
acidente vascular cerebral trombodtico. Em algumas modalidades, o
acidente vascular cerebral isquémico € embodlico, isto &€, causado por
um émbolo ou uma massa nao acoplada que viaja através da corrente
sanguinea e restringe ou bloqueia o fluxo sanguineo em um local
distante do seu ponto de origem. Em algumas modalidades, o acidente
vascular cerebral isquémico € um acidente vascular cerebral embalico.
A isquemia cerebral global ocorre geralmente quando o fluxo sanguineo
no cérebro como um todo é bloqueado ou reduzido. Em algumas
modalidades, a isquemia cerebral global é causada por hipoperfuséao,
ou seja, devido a choque. Em algumas modalidades, a isquemia
cerebral global é resultado de uma parada cardiaca.

[00204] Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado com les&o
cerebral sofreu isquemia cerebral. Em algumas modalidades, o sujeito
diagnosticado com les&o cerebral sofreu isquemia cerebral focal. Em
algumas modalidades, o sujeito diagnosticado com lesao cerebral
sofreu um acidente vascular cerebral isquémico. Em algumas
modalidades, o sujeito diagnosticado com lesao cerebral sofreu um
acidente vascular cerebral trombdtico. Em algumas modalidades, o
sujeito diagnosticado com lesdo cerebral sofreu um acidente vascular
cerebral embdlico. Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado
com lesao cerebral sofreu isquemia cerebral global. Em algumas
modalidades, o sujeito diagnosticado com lesdo cerebral sofreu
hipoperfusdo. Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado com
lesdo cerebral sofreu uma parada cardiaca.

[00205] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao séo
para uso no tratamento de isquemia cerebral. Em algumas modalidades,
as composig¢des da invengao sio para uso no tratamento de isquemia
cerebral focal. Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengao

sdo para uso no tratamento de acidente vascular cerebral isquémico.
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Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invencao sao para uso
no tratamento de acidente vascular cerebral trombdtico. Em algumas
modalidades, as composi¢des da invencao sao para uso no tratamento
de acidente vascular cerebral embdlico. Em algumas modalidades, as
composicdes da invengao sao para uso no tratamento de isquemia
cerebral global. Em algumas modalidades, as composi¢cbes da invengao
sdo para uso no tratamento de hipoperfusao.

[00206] Em algumas modalidades, o acidente vascular cerebral é
acidente vascular cerebral hemorragico. O acidente vascular cerebral
hemorragico é causado pelo sangramento dentro ou ao redor do
cérebro, resultando em inchaco, pressao e danos as células e tecidos
do cérebro. O acidente vascular cerebral hemorragico é geralmente o
resultado de um vaso sanguineo enfraquecido que se rompe e sangra
no cérebro circundante. Em algumas modalidades, o acidente vascular
cerebral hemorragico € uma hemorragia intracerebral, ou seja, causada
por sangramento dentro do proprio tecido cerebral. Em algumas
modalidades, a hemorragia intracerebral € causada por uma hemorragia
intraparenquimatosa. Em algumas modalidades, a hemorragia
intracerebral é causada por uma hemorragia intraventricular. Em
algumas modalidades, o acidente vascular cerebral hemorragico € uma
hemorragia subaracnoidea, isto é, sangramento que ocorre fora do
tecido cerebral, mas ainda dentro do cranio. Em algumas modalidades,
0 acidente vascular cerebral hemorragico é resultado de angiopatia
amiloide cerebral. Em algumas modalidades, o acidente vascular
cerebral hemorragico é resultado de um aneurisma cerebral. Em
algumas modalidades, o acidente vascular cerebral hemorragico é
resultado de malformacao arteriovenosa (MAV) cerebral.

[00207] Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado com leséo
cerebral sofreu um acidente vascular cerebral hemorragico. Em

algumas modalidades, o sujeito diagnosticado com lesao cerebral
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sofreu uma hemorragia intracerebral. Em algumas modalidades, o
sujeito diagnosticado com lesdo cerebral sofreu uma hemorragia
intraparenquimatosa. Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado
com leséao cerebral sofreu uma hemorragia intraventricular. Em algumas
modalidades, o sujeito diagnosticado com lesdo cerebral sofreu uma
hemorragia subaracnoidea. Em algumas modalidades, o sujeito
diagnosticado com les&o cerebral sofreu angiopatia amiloide cerebral.
Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado com les&o cerebral
sofreu um aneurisma cerebral. Em algumas modalidades, o sujeito
diagnosticado com les&o cerebral sofreu MAV cerebral.

[00208] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invencéo séo
para uso no tratamento de acidente vascular cerebral hemorragico. Em
algumas modalidades, as composigdes da inveng&do sdo para uso no
tratamento de uma hemorragia intracerebral. Em algumas modalidades,
as composi¢cdes da invengdo sado para uso no tratamento de uma
hemorragia intraparenquimatosa. Em algumas modalidades, as
composicdées da invengdo sao para uso no tratamento de uma
hemorragia intraventricular. Em algumas modalidades, as composi¢cdes
da invencao s&o para uso no tratamento de uma hemorragia
subaracnoidea. Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao
sdo para uso no tratamento de uma angiopatia amiloide cerebral. Em
algumas modalidades, as composi¢des da invengao sdo para uso no
tratamento de um aneurisma cerebral. Em algumas modalidades, as
composicdes da invengao sdo para uso no tratamento de MAV cerebral.
[00209] A restauragao do fluxo sanguineo adequado para o cérebro
apos um periodo de interrupgao, embora eficaz no alivio dos sintomas
associados ao derrame, pode paradoxalmente resultar em mais danos
ao tecido cerebral. Durante o periodo de interrupcédo, o tecido afetado
sofre com a falta de oxigénio e nutrientes, e a repentina restauragéo do

fluxo sanguineo pode resultar em inflamacao e danos oxidativos pela
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inducdo de estresse oxidativo. Isso € conhecido como lesédo de
reperfusao e esta bem documentado nédo apenas apds o derrame, mas
também apdés um ataque cardiaco ou outro dano tecidual quando o
suprimento sanguineo retorna ao tecido apos um periodo de isquemia
ou falta de oxigénio. Em algumas modalidades, o sujeito diagnosticado
com lesao cerebral sofreu lesdo de reperfusdao como resultado de
derrame. Em algumas modalidades, as composi¢gdes da inveng¢ao sao
para uso no tratamento de lesdo por reperfusdo como resultado de
derrame.

[00210] Um ataque isquémico transitério (AIT), geralmente chamado
de mini-AVC, € um sinal de alerta reconhecido para um ataque mais
grave. Os individuos que sofreram um ou mais AlTs estdo, portanto, em
maior risco de derrame. Em algumas modalidades, o sujeito
diagnosticado com lesdo cerebral sofreu um AIT. Em algumas
modalidades, as composi¢des da invengao sao para uso no tratamento
de um AIT. Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengao sao
para uso no tratamento de lesdo cerebral em um sujeito que sofreu um
AlT.

[00211] Pressao alta, colesterol alto, histérico familiar de acidente
vascular cerebral, doencas cardiacas, diabetes, aneurismas cerebrais,
malformacdes arteriovenosas, doenca das células falciformes,
vasculite, disturbios hemorragicos, uso de anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs), tabagismo, fumo de tabaco, consumo de grandes
quantidades de alcool, uso de drogas ilegais, obesidade, falta de
atividade fisica e dieta ndo saudavel sao considerados fatores de risco
para derrame. Em particular, foi demonstrado que a reducao da pressao
arterial evita AVCs isquémicos e hemorragicos [77], [78]. Em algumas
modalidades, as composi¢des da invencio sao para uso no tratamento
de lesao cerebral em um sujeito que possui pelo menos um fator de

risco para acidente vascular cerebral. Em algumas modalidades, o
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sujeito tem dois fatores de risco para acidente vascular cerebral. Em
algumas modalidades, o sujeito tem trés fatores de risco para acidente
vascular cerebral. Em algumas modalidades, o sujeito tem quatro
fatores de risco para acidente vascular cerebral. Em algumas
modalidades, o sujeito tem mais de quatro fatores de risco para acidente
vascular cerebral. Em algumas modalidades, o sujeito tem pressao alta.
Em algumas modalidades, o sujeito tem colesterol alto no sangue. Em
algumas modalidades, o sujeito tem um histérico familiar de acidente
vascular cerebral. Em algumas modalidades, o sujeito tem uma doenga
cardiaca. Em algumas modalidades, o sujeito tem diabetes. Em
algumas modalidades, o sujeito tem um aneurisma cerebral. Em
algumas modalidades, o sujeito tem malformacdes arteriovenosas. Em
algumas modalidades, o sujeito tem vasculite. Em algumas
modalidades, o sujeito tem doenca falciforme. Em algumas
modalidades, o sujeito tem um disturbio hemorragico. Em algumas
modalidades, o sujeito tem um histérico de uso de anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs). Em algumas modalidades, o sujeito fuma tabaco.
Em algumas modalidades, o sujeito consome grandes quantidades de
alcool. Em algumas modalidades, o sujeito usa drogas ilegais. Em
algumas modalidades, o sujeito € obeso. Em algumas modalidades, o
sujeito esta acima do peso. Em algumas modalidades, o sujeito tem uma
falta de atividade fisica. Em algumas modalidades, o sujeito tem uma
dieta nao saudavel.

[00212] Os exemplos indicam que as composicoes da invencao
podem ser uteis no tratamento de lesbes cerebrais e auxiliar na
recuperacao quando administradas antes da ocorréncia do evento de
lesdo. Portanto, as composicbes da invengcdo podem ser
particularmente uteis no tratamento de lesdo cerebral quando
administradas a individuos em risco de les&o cerebral, como acidente

vascular cerebral.



65/138

[00213] Em certas modalidades, as composi¢des da invencao séo
para uso na reducao do dano causado por uma potencial lesao cerebral,
preferencialmente um acidente vascular cerebral. As composicdes
podem reduzir o dano causado quando sdo administradas antes da
ocorréncia de uma potencial lesao cerebral, em particular quando
administrada a um paciente identificado como em risco de uma leséo
cerebral.

[00214] Os exemplos indicam que as composi¢cdes da invencéo
podem ser uteis no tratamento de lesdes cerebrais e auxiliar na
recuperacao quando administradas depois da ocorréncia do evento de
lesdo. Portanto, as composi¢cbes da invengdo podem ser
particularmente uteis no tratamento de lesdo cerebral quando
administradas a individuos em risco de lesao cerebral, como acidente
vascular cerebral.

[00215] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengéo
tratam lesGes cerebrais reduzindo o dano motor. Em algumas
modalidades, as composi¢cdes da invencao tratam lesdes cerebrais ao
melhorar a fungdo motora. Em algumas modalidades, as composi¢cdes
da invencao tratam lesdes cerebrais ao melhorar a forca muscular. Em
algumas modalidades, as composi¢cdes da invengdo tratam lesdes
cerebrais ao melhorar a memodria. Em algumas modalidades, as
composigdes da invengao tratam lesdes cerebrais ao melhorar o
reconhecimento social. Em algumas modalidades, as composi¢des da
invencgao tratam lesdes cerebrais ao melhorar a fungdo neuroldgica.
[00216] O tratamento de lesao cerebral pode se referir, por exemplo,
a um alivio da gravidade dos sintomas. O tratamento de lesdes
cerebrais também pode se referir a reducdo das deficiéncias
neurolégicas apos o AVC. As composi¢cdes da invengao para uso no
tratamento de acidente vascular cerebral podem ser fornecidas ao

sujeito antes do inicio do acidente vascular cerebral, por exemplo, em
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um paciente identificado como estando em risco de acidente vascular
cerebral. As composi¢des da invengcdo para uso no tratamento de
acidente vascular cerebral podem ser fornecidas apos a ocorréncia de
um acidente vascular cerebral, por exemplo, durante a recuperagéao. As
composic¢des da invengao para uso no tratamento de acidente vascular
cerebral podem ser fornecidas durante a fase aguda da recuperagao
(isto €, até uma semana apdés o acidente vascular cerebral). As
composigdes da invengao para uso no tratamento de acidente vascular
cerebral podem ser fornecidas durante a fase subaguda de recuperacao
(isto €, de uma semana a trés meses ap0ds o acidente vascular cerebral).
As composi¢cdes da invengdo para uso no tratamento de acidente
vascular cerebral podem ser fornecidas durante a fase crbénica de
recuperacao (trés meses apds o acidente vascular cerebral).

[00217] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencido sio
para uso em combinagcdo com um agente ativo secundario. Em certas
modalidades, as composi¢cbes da invengdo sao para uso em
combinagédo com aspirina ou ativador de plasminogénio tecidual (tPA).
Outros agentes secundarios incluem outras antiplaquetas (como o
clopidogrel), anticoagulantes (como heparinas, varfarina, apixaban,
dabigatran, edoxaban ou rivaroxaban), anti-hipertensivos (como
diuréticos, inibidores da ECA, bloqueadores dos canais de calcio,
betabloqueadores ou alfa-bloqueadores) ou estatinas. As composigdes
da invengao podem melhorar a resposta do paciente ao agente ativo
secundario.

[00218] Em certas modalidades, as composicdoes da invengéo
reduzem o efeito da isquemia nos tecidos. Em certas modalidades, as
composicdes da invencao reduzem a quantidade de danos nos tecidos
causados por isquemia. Em certas modalidades, os tecidos danificados
pela isquemia sdo os tecidos cerebrais. Em certas modalidades, as

composicoes da invengao reduzem a necrose ou o numero de células
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necréticas. Em certas modalidades, as composicées da invencao
reduzem a apoptose ou o numero de células apoptoéticas. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invencdo reduzem o numero de
células necroticas e apoptdticas. Em certas modalidades, as
composicdes da invencao previnem a morte celular por necrose e/ou
apoptose. Em certas modalidades, as composi¢cbes da invengao
previnem a morte celular por necrose e/ou apoptose causada por
isquemia. Em certas modalidades, as composicdes da invengéo
melhoram a recuperacgao do tecido danificado por isquemia. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invengcdo melhoram a velocidade de
depuracao de células necrdticas e/ou células apoptoticas. Em certas
modalidades, as composicdes da invengcdo melhoram a eficacia da
depuragdo de células necréticas e/ou células apoptdéticas. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invencdo melhoram a substituicdo
e/ou regeneracdo de células dentro dos tecidos. Em certas
modalidades, as composi¢oes da invengcdo melhoram a substituicao
e/ou regeneracgéao de células dentro de tecidos danificados por isquemia.
Em certas modalidades, as composi¢des da invencdo melhoram a
histologia geral do tecido (por exemplo, em uma biépsia).

Modos de administragao

[00219] Preferencialmente, as composi¢cdes da invencao devem ser
administradas no trato gastrointestinal para permitir a distribuicado para
e/ou a colonizacao parcial ou total do intestino com a cepa bacteriana
da invencdo. Geralmente, as composicoes da invencdo sao
administradas oralmente, mas podem ser administradas por via retal,
intranasal ou por via bucal ou sublingual. Em algumas modalidades,
uma composicao compreende a cepa e 0 acido organico da invengao.
Em algumas modalidades, sao fornecidas composi¢des separadas do
acido organico e da cepa bacteriana comensal.

[00220] Em certas modalidades, as composi¢des da invencao podem
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ser administradas como uma espuma, como um spray ou um gel.
[00221] Em certas modalidades, as composi¢des da invengao podem
ser administradas como um supositério, tal como um supositorio retal,
por exemplo na forma de um o6leo de teobroma (manteiga de cacau),
gordura dura sintética (por exemplo, suppocire, witepsol), glicerolatina,
polietilenoglicol ou composi¢ao de glicerina de sabao.

[00222] Em certas modalidades, a composicdo da invencao é
administrada ao trato gastrointestinal através de um tubo, tal como um
tubo nasogastrico, tubo orogastrico, tubo gastrico, tubo de jejunostomia
(tubo J), gastronomia endoscopica percutanea (PEG), ou uma porta, tal
como uma porta de parede toracica que fornece acesso ao estdbmago,
jejuno e outras portas de acesso adequadas.

[00223] As composigdes da invengdo podem ser administradas uma
vez, ou podem ser administradas sequencialmente como parte de um
regime de tratamento. Em certas modalidades, as composi¢cdes da
invencao devem ser administradas diariamente.

[00224] Em certas modalidades da invencéo, o tratamento de acordo
com a invencédo é acompanhado por avaliagdo da microbiota intestinal
do paciente. O tratamento pode ser repetido se a transmissédo e/ou
colonizagao parcial ou total com a cepa da invencgao nao for alcancada
de modo que a eficacia ndo seja observada, ou o tratamento pode ser
interrompido se a transmisséo e/ou colonizagao parcial ou total for bem-
sucedida e se for observada eficacia.

[00225] Em certas modalidades, a composicdo da invencao pode ser
administrada a um animal gestante, por exemplo, a um mamifero tal
como uma humana para prevenir uma doenca inflamatéria ou
autoimune de se desenvolver em seu filho in utero e/ou apds o
nascimento.

[00226] As composi¢des da invencao podem ser administradas a um

paciente que foi diagnosticado com uma doenga neurodegenerativa ou
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que foi identificado como estando em risco de uma doenga
neurodegenerativa. As composicdes também podem ser administradas
como uma medida profilatica para prevenir o desenvolvimento de
doencga neurodegenerativa em um paciente saudavel.

[00227] As composi¢des da invengao podem ser administradas a um
paciente que tenha sido identificado como tendo uma microbiota
intestinal anormal. Por exemplo, o paciente pode ter colonizacao
reduzida ou ausente por Megasphaera, e em particular Megasphaera
massiliensis.

[00228] As composicdes compreendendo a bactéria da invencéo
podem ser administradas como um produto alimenticio, tal como um
suplemento nutricional.

[00229] Em algumas modalidades, uma composicao
compreendendo um sal farmaceuticamente aceitavel ou éster do acido
organico pode ser administrada por via intravenosa. Em algumas
modalidades, o acido organico ¢ liofilizado e administrado por via oral.
[00230] Em algumas modalidades, a composi¢gdo compreendendo a
cepa bacteriana comensal e a composi¢cdo compreendendo o acido
organico devem ser administradas simultaneamente, separadamente
ou sequencialmente. Cada uma das diferentes composicdes pode ser
administrada por qualquer combinagcdo dos modos de administragao
aqui descritos. Geralmente, as composi¢cdes da invengao sao para o
tratamento de humanos, embora possam ser usadas para tratar animais
incluindo mamiferos monogastricos tais como aves domeésticas, porcos,
gatos, caes, cavalos ou coelhos. As composigdes da invengéo podem
ser uteis para melhorar o crescimento e desempenho dos animais. Se
administrado a animais, a gavagem oral pode ser usada.
Composigoes

[00231] Geralmente, a composicdo da invencdo compreende

bactérias. Em algumas modalidades, a composi¢cdo compreende ainda
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um acido organico ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou éster do
mesmo. Nas modalidades preferidas da invengdo, a composicdo é
formulada sob a forma liofilizada. Por exemplo, a composicdo da
invencdo pode compreender granulos ou capsulas de gelatina, por
exemplo, capsulas de gelatina duras, compreendendo uma cepa
bacteriana da invengdo e/ou um acido organico da invengdo. Em
algumas modalidades, o acido organico da invengao e as bactérias da
invencao sao formuladas como composi¢cdes separadas. Em algumas
modalidades, cada uma das composicoes separadas é formulada em
uma forma liofilizada. Orientagbes gerais sobre a formulagdo das
composi¢cdes da invencdo podem ser encontradas, por exemplo, em
Aulton Pharmaceutics: The Design and Manufacture of Medicines.
[00232] Preferencialmente, a composigdo da invengdo compreende
bactérias liofilizadas. A liofilizagdo de bactérias € um procedimento bem
estabelecido e uma orientagéo relevante esta disponivel, por exemplo,
nas referéncias [79], [80], [81].

[00233] Alternativamente, a composicdo da invengcdo pode
compreender uma cultura bacteriana ativa e viva.

[00234] Em algumas modalidades, a cepa bacteriana na composigao
da invencao nao foi inativada, por exemplo, nao foi inativada por calor.
Em algumas modalidades, a cepa bacteriana na composi¢do da
invencdo nao foi morta, por exemplo, ndo foi morta por calor. Em
algumas modalidades, a cepa bacteriana na composi¢ao da invengao
nao foi atenuada, por exemplo, ndo foi atenuada pelo calor. Por
exemplo, em algumas modalidades, a cepa bacteriana na composigao
da inveng¢ao nao foi morta, inativada e/ou atenuada. Por exemplo, em
algumas modalidades, a cepa bacteriana na composi¢ao da invencao &
viva. Por exemplo, em algumas modalidades, a cepa bacteriana na
composigao da invencdo € viavel. Por exemplo, em algumas

modalidades, a cepa bacteriana na composig¢ao da invencao é capaz de
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colonizar parcial ou totalmente o intestino. Por exemplo, em algumas
modalidades, a cepa bacteriana na composig¢ao da invengao é viavel e
capaz de colonizar parcial ou totalmente o intestino.

[00235] Em algumas modalidades, a composigao compreende uma
mistura de cepas bacterianas vivas e cepas bacterianas que foram
mortas.

[00236] Em modalidades preferidas, a composi¢cao da invencao é
encapsulada para permitir a distribuicdo da estirpe bacteriana e/ou do
acido organico ou de um sal farmaceuticamente aceitavel ou éster do
mesmo no intestino. A encapsulagdo protege a composigdo da
degradacgao até sua transmissao no local alvo através de, por exemplo,
ruptura com estimulos quimicos ou fisicos tais como pressao, atividade
enzimatica ou desintegracao fisica, que podem ser desencadeados por
mudancas no pH. Qualquer método de encapsulacédo apropriado pode
ser usado. Exemplos de técnicas de encapsulagdo incluem
aprisionamento dentro de uma matriz porosa, ligagdo ou adsor¢édo em
superficies carreadoras sélidas, autoagregagao por floculagdo ou com
agentes de reticulagao e contencido mecanica atras de uma membrana
microporosa ou uma microcapsula. As orientacdes sobre encapsulacao
que podem ser Uteis para preparar as composi¢cdes da invengao estao
disponiveis, por exemplo, nas referéncias [82] e [83].

[00237] A composicao pode ser administrada oralmente e pode estar
sob a forma de um comprimido, capsula ou pd. Produtos encapsulados
sdo preferidos porque Megasphaera sé&o anaerdbicas. Outros
ingredientes (como a vitamina C, por exemplo), podem ser incluidos
como eliminadores de oxigénio e substratos prebidticos para melhorar
a distribuicdo e/ou a colonizacéo parcial ou total e a sobrevivéncia in
vivo. Alternativamente, a composicao probiética da invencao pode ser
administrada oralmente como um produto alimenticio ou nutricional, tal

como leite ou produto lacteo fermentado a base de soro de leite, ou
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como um produto farmacéutico.

[00238] A composicao pode ser formulada como um probidtico.
[00239] Uma composicdo da invencdo inclui uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma cepa bacteriana da invencéo e/ou uma
quantidade terapeuticamente eficaz, um acido organico ou um sal
farmaceuticamente aceitavel ou éster do mesmo da invencao. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma cepa bacteriana e/ou de um
acido organico da invencao € suficiente para exercer um efeito benéfico
sobre um paciente. Uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
cepa bacteriana pode ser suficiente para resultar na distribuicido e/ou
colonizagao parcial ou total do intestino do paciente.

[00240] Uma dose diaria adequada da bactéria, por exemplo, para
um ser humano adulto, pode ser de cerca de 1 x 10% a cercade 1 x 10"
unidades formadoras de colénias (UFC); por exemplo, de cerca de 1
x107 a cerca de 1 x10'® UFC; em outro exemplo, de cerca de 1 x 106 a
cercade 1 x 10'° UFC.

[00241] Em certas modalidades, a composicdo contém a cepa
bacteriana em uma quantidade de cerca de 1 x 108 a cerca de 1 x 10"’
UFC/g, em relag&o ao peso da composigao; por exemplo, de cerca de 1
x 108 a cerca de 1 x 10'° UFC/g. A dose pode ser, por exemplo, 1 g, 3g,
5g e 10g. Tipicamente, um probidtico, como a composigao da invengao,
€ opcionalmente combinado com pelo menos um composto prebidtico
adequado. Um composto prebidtico € geralmente um carboidrato nao
digerivel, como um oligo- ou polissacarideo, ou um alcool de agucar,
que nédo é degradado ou absorvido no trato digestivo superior. Os
prebiodticos conhecidos incluem produtos comerciais tais como inulina e
trans-galacto-oligossacarideos.

[00242] Em certas modalidades, a composicao probidtica da
presente invengao inclui um composto prebidtico em uma quantidade

de cerca de 1 a cerca de 30% em peso, em relagdao a composigao do
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peso total (por exemplo, de 5 a 20% em peso). Os carboidratos podem
ser selecionados dentre o grupo que consiste em: fruto-
oligossacarideos (ou FOS), fruto-oligossacarideos de cadeia curta,
inulina, isomalto-oligossacarideos, pectinas, xilo-oligossacarideos (ou
XOS), oligossacarideos de quitosana (ou COS), beta-glucanos, amidos
de goma arabica modificada e resistente, polidextrose, D-tagatose,
fibras de acacia, alfarroba, aveia e fibras de citrinos. Em um aspecto, os
prebiéticos sdo os fruto-oligossacarideos de cadeia curta (para
simplicidade, mostrado abaixo como FOSs-c.c); os referidos FOSs-c.c
nao s&o carboidratos digestiveis, geralmente obtidos pela converséo do
acgucar de beterraba e incluindo uma molécula de sacarose a qual trés
moléculas de glicose sao ligadas.

[00243] Em algumas modalidades, o acido organico é fornecido
como um sal liofilizado ou éster do mesmo. O produto de acido organico
liofilizado pode ser formulado em uma forma de dosagem unica. O acido
organico liofilizado pode ser formulado em uma forma de dosagem
repetida. O produto de acido orgénico liofilizado pode ser formulado com
as bactérias liofilizadas em uma forma de dosagem unica.
Alternativamente, o produto de acido organico pode ser formulado com
as bactérias liofilizadas em uma forma de dosagem repetida.

[00244] Em algumas modalidades, o produto de acido orgénico pode
ser formulado como uma composicao de "liberagao lenta" ou "liberacao
rapida". As composicoes de "liberacado lenta" resultam em aumentos
iniciais mais baixos nas concentracdes séricas no plasma do produto de
acido organico, mas tém um efeito mais sustentado, com niveis
plasmaticos elevados do acido organico permanecendo por mais tempo.
Por outro lado, as composicdes de "liberacdo rapida" sao formuladas
para fornecer uma dose inicial alta do produto de acido organico,
resultando em maior concentracao inicial no plasma, mas com um efeito

de duracao mais curto.
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[00245] Em algumas modalidades, o acido organico € administrado
por via intravenosa. Por exemplo, o acido organico pode ser valproato
de sddio e pode ser administrado a um sujeito em uma infusdo de 60
min a uma taxa nao superior a 20 mg/min. Uma dose diaria tipica do
acido organico ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou éster do
mesmo ira variar dependendo das caracteristicas fisicas do sujeito, da
via de administragdo e/ou da duragcdo desejada do efeito da
composicdo. Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencao sao
usadas em combinacdo com outro composto terapéutico para tratar ou
prevenir o disturbio neurodegenerativo.

[00246] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invengéo séo
administradas com suplementos nutricionais que modulam
neuroprotecdo ou neuroproliferacdo. Em modalidades preferidas, os
suplementos nutricionais compreendem ou consistem em vitaminas
nutricionais. Em certas modalidades, as vitaminas s&do vitamina B6,
magneésio, dimetilglicina (vitamina B16) e vitamina C. Em certas
modalidades, as composi¢cdes da invencdo sdo administradas em
combinagdo com outro probidtico.

[00247] Em certas modalidades, as composi¢cdes da invencido sao
para uso no aumento do efeito de um segundo agente em uma doenca
neurodegenerativa. Os efeitos imunomoduladores das composigdes da
invengdo podem tornar o cérebro mais suscetivel a terapias
convencionais, como Levodopa, agonistas da dopamina, inibidores da
MAO-B, inibidores da COMT, antagonistas do glutamato ou
anticolinérgicos, que sao agentes secundarios exemplares a serem
administrados em combinacgao (sequencialmente ou
contemporaneamente) com as composicdes da invengao.

[00248] As composicoes da invencdo podem compreender
excipientes ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis. Os exemplos de

tais excipientes adequados podem ser encontrados na referéncia [84].
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Os transportadores ou diluentes aceitaveis para uso terapéutico sao
bem conhecidos na técnica farmacéutica e estdo descritos, por
exemplo, na referéncia [85]. Os exemplos de transportadores
adequados incluem lactose, amido, glucose, metilcelulose, estearato de
magneésio, manitol, sorbitol e semelhantes. Exemplos de diluentes
adequados incluem etanol, glicerol e agua. A escolha do transportador,
excipiente ou diluente farmacéutico pode ser selecionada em relacao a
via de administracdo pretendida e a pratica farmacéutica padrdao. As
composicdes farmacéuticas podem compreender como, ou em adicao,
o veiculo, excipiente ou diluente quaisquer ligantes, lubrificantes,
agentes de suspensao, agentes de revestimento e agentes
solubilizantes adequados. Exemplos de ligantes adequados incluem
amido, gelatina, agucares naturais tais como glucose, lactose anidra,
lactose de fluxo livre, beta-lactose, edulcorantes de milho, gomas
naturais e sintéticas, tais como acacia, tragacanto ou alginato de sédio,
carboximetilcelulose e polietilenoglicol. Exemplos de lubrificantes
adequados incluem oleato de sédio, estearato de sddio, estearato de
magnesio, benzoato de soédio, acetato de sodio, cloreto de sodio e
semelhantes. Conservantes, estabilizantes, corantes e mesmo agentes
aromatizantes podem ser fornecidos na composicdo farmacéutica.
Exemplos de conservantes incluem benzoato de sddio, acido sérbico e
eésteres de acido p-hidroxibenzoico. Antioxidantes e agentes de
suspensao também podem ser usados.

[00249] As composigcdes da invencao podem ser formuladas como
um produto alimenticio. Por exemplo, um produto alimenticio pode
fornecer um beneficio nutricional para além do efeito terapéutico da
invencao, tal como em um suplemento nutricional. De um modo
semelhante, um produto alimenticio pode ser formulado para melhorar
0 sabor da composi¢cao da invengao ou para tornar a composicao mais

atrativa para o consumo ao torna-la mais semelhante a um artigo
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alimenticio comum, em vez de uma composicao farmacéutica. Em
certas modalidades, a composi¢ao da invengao é formulada como um
produto a base de leite. O termo "produto a base de leite" significa
qualquer produto a base de leite ou soro de leite liquido ou semissélido
com um teor de gordura variavel. O produto a base de leite pode ser,
por exemplo, leite de vaca, leite de cabra, leite de ovelha, leite
desnatado, leite integral, leite reconstituido a partir de leite em p6 e soro
de leite sem qualquer processamento, ou um produto processado, como
iogurte, leite coalhado, coalhada, leite azedo, leite integral azedo,
leitelho e outros produtos lacteos azedos. Outro grupo importante inclui
bebidas lacteas, como bebidas de soro de leite, leites fermentados,
leites condensados, leites infantis ou para bebés; leites aromatizados,
sorvetes; alimentos contendo leite, como doces.

[00250] Em algumas modalidades, as composi¢gdes da invengao
compreendem uma ou mais cepas bacterianas do género Megasphaera
e nao contém bactérias de nenhum outro género, ou que compreendem
apenas quantidades de minimis ou biologicamente irrelevantes de
bactérias de outro género. Assim, em algumas modalidades, a invengao
fornece uma composicdo compreendendo uma ou mais cepas
bacterianas do género Megasphaera, que nao contém bactérias de
nenhum outro género ou que compreende apenas quantidades de
minimis ou biologicamente irrelevantes de bactérias de outro género,
para uso em terapia.

[00251] Em algumas modalidades, as composi¢gdes da invengao
compreendem uma oOu mais cepas bacterianas da espécie
Megasphaera massiliensis e nao contém bactérias de nenhuma outra
espécie, ou que compreendem apenas quantidades de minimis ou
biologicamente irrelevantes de bactérias de outra espécie. Assim, em
algumas modalidades, a invengdo fornece uma composigao

compreendendo uma ou mais cepas bacterianas da espécie
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Megasphaera massiliensis, que nao contém bactérias de nenhuma
outra espécie ou que compreende apenas quantidades minimizadas ou
biologicamente irrelevantes de bactérias de outras espécies, para uso
em terapia.

[00252] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengao
compreendem uma ou mais cepas bacterianas da espécie
Megasphaera massiliensis e nado contém bactérias de nenhuma outra
especie Megasphaera, ou que compreendem apenas quantidades de
minimis ou biologicamente irrelevantes de bactérias de outras espécies
Megasphaera. Assim, em algumas modalidades, a invengao fornece
uma composigao compreendendo uma ou mais cepas bacterianas da
espécie Megasphaera massiliensis, que nao contém bactérias de
nenhuma outra espécie Megasphaera ou que compreende apenas
quantidades de minimis ou biologicamente irrelevantes de bactérias de
outras espécies Megasphaera, para uso em terapia.

[00253] Em certas modalidades, as composi¢cbes da invencao
contém uma unica cepa ou espécie bacteriana e ndo contém quaisquer
outras cepas ou espécies bacterianas. Tais composi¢gdes podem
compreender apenas quantidades de minimis ou biologicamente
irrelevantes de outras cepas ou espécies bacterianas. Tais
composicdes podem ser uma cultura que é substancialmente isenta de
outras espécies de organismos.

[00254] Em algumas modalidades, a invengcdo fornece uma
composigdo compreendendo uma unica cepa bacteriana do género
Megasphaera, que nao contém bactérias de nenhuma outra cepa ou
que compreende apenas quantidades de minimis ou biologicamente
irrelevantes de bactérias de outra cepa para uso em terapia.

[00255] Em algumas modalidades, a invengdo fornece uma
composicao compreendendo uma unica cepa bacteriana da espécie

Megasphaera massiliensis, que nao contém bactérias de nenhuma
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outra cepa ou que compreende apenas quantidades de minimis ou
biologicamente irrelevantes de bactérias de outra cepa para uso em
terapia.

[00256] Em algumas modalidades, as composi¢cdes da invencéo
compreendem mais de uma cepa bacteriana. Por exemplo, em algumas
modalidades, as composi¢cdes da invencao compreendem mais de uma
cepa dentro da mesma espécie (por exemplo, maisde 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ou 45 cepas), e, opcionalmente, néo
contém bactérias de qualquer outra espécie. Em algumas modalidades,
as composic¢des da invengao compreendem menos de 50 cepas dentro
da mesma espécie (por exemplo, menos de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15,
12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 ou 3 cepas) e, opcionalmente, ndo contém
bactérias de qualquer outra espécie. Em algumas modalidades, as
composi¢cdes da invencao compreendem 1-40, 1-30, 1-20, 1-19, 1-18,
1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20,
2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, ou 31-50 cepas dentro da mesma
espécie e, opcionalmente, ndo contém bactérias de qualquer outra
especie. A invencdo compreende qualquer combinagcdo dos
precedentes.

[00257] Em algumas modalidades, a composicdo compreende um
consércio microbiano. Por exemplo, em algumas modalidades, a
composicdo compreende a cepa bacteriana Megasphaera comensal
como parte de um consoércio microbiano. Por exemplo, em algumas
modalidades, a cepa bacteriana Megasphaera comensal esta presente
em combinagdo com uma ou mais (por exemplo, pelo menos 2, 3, 4, 5,
10, 15 ou 20) outras cepas bacterianas de outros géneros com os quais
pode viver simbioticamente in vivo no intestino. Por exemplo, em
algumas modalidades, a composi¢ao compreende uma cepa bacteriana
comensal de Megasphaera da invengao em combinagdo com uma cepa

bacteriana de um género diferente. Em algumas modalidades, o
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consorcio microbiano compreende duas ou mais cepas bacterianas
obtidas a partir de uma amostra de fezes de um unico organismo, por
exemplo, um humano. Em algumas modalidades, o consorcio
microbiano ndo € encontrado em conjunto na natureza. Por exemplo,
em algumas modalidades, o consorcio microbiano compreende cepas
bacterianas obtidas a partir de amostras de fezes de pelo menos dois
organismos diferentes. Em algumas modalidades, os dois organismos
diferentes sdo da mesma espécie, por exemplo, dois seres humanos
diferentes. Em algumas modalidades, os dois organismos diferentes
sdo um ser humano infantii e um humano adulto. Em algumas
modalidades, os dois organismos diferentes sdo um humano e um
mamifero ndo humano.

[00258] Em algumas modalidades, a composigao da invengao
compreende adicionalmente uma cepa bacteriana que possui as
mesmas caracteristicas de segurancga e eficacia terapéutica que a cepa
MRX0029, mas que nao € MRX0029 ou que nao é uma Megasphaera
massiliensis.

[00259] Em algumas modalidades em que a composi¢éo da invengao
compreende mais de uma cepa, espécie ou género bacterianos, as
cepas, especies ou géneros bacterianos individuais podem ser
destinados a administracdo separada, simultdnea ou sequencial. Por
exemplo, a composigcao pode compreender todas as mais de uma cepa,
especie ou género bacterianos, ou as cepas, espécies ou géneros
bacterianos podem ser armazenados separadamente e ser
administrados separadamente, simultaneamente ou sequencialmente.
Em algumas modalidades, as mais de uma cepa, espécie ou género
bacterianos sdo armazenadas separadamente, mas sao misturadas
antes da utilizacao.

[00260] Em algumas modalidades, a cepa bacteriana para utilizagao

na invengao € obtida a partir de fezes humanas adultas. Em algumas
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modalidades em que a composicao da invengao compreende mais de
uma cepa bacteriana, todas as cepas bacterianas séo obtidas a partir
de fezes humanas adultas ou se estiverem presentes outras cepas
bacterianas, estdo presentes apenas em quantidades de minimis. As
bactérias podem ter sido cultivadas apds serem obtidas a partir das
fezes humanas adultas e serem utilizadas em uma composicdo da
invencao.

[00261] Como mencionado acima, em algumas modalidades, as uma
ou mais cepas bacterianas comensais de Megasphaera comensal é/sao
o(s) unico(s) agente(s) terapeuticamente ativo(s) em uma composi¢ao
da invengdo. Em algumas modalidades, a(s) cepa(s) bacteriana(s) na
composigao é/sdo o(s) unico(s) agente(s) terapeuticamente ativo(s) em
uma composi¢ao da invengao.

[00262] As composicdes para uso de acordo com a invengao podem
Ou nao requerer aprovagao comercial.

[00263] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢ao
farmacéutica acima, em que a referida cepa bacteriana € liofilizada. Em
certas modalidades, a invencao fornece a composi¢cao farmacéutica
acima, em que a referida cepa bacteriana é seca por pulverizacdo. Em
certas modalidades, a invencao fornece a composi¢cao farmacéutica
acima, em que a cepa bacteriana ¢é liofilizada ou seca por pulverizagao
e em que esta viva. Em certas modalidades, a invengao fornece a
composicao farmacéutica acima, em que a cepa bacteriana é liofilizada
ou seca por pulverizacao e em que esta viva. Em certas modalidades, a
invencao fornece a composicdo farmacéutica acima, em que a cepa
bacteriana é liofilizada ou seca por pulverizacdo e em que é capaz de
colonizar parcial ou totalmente o intestino. Em certas modalidades, a
invencao fornece a composicdo farmacéutica acima, em que a cepa
bacteriana ¢ liofilizada ou seca por pulverizagdo e em que é viavel e

capaz de colonizar parcial ou totalmente o intestino.
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[00264] Em alguns casos, a cepa bacteriana liofiizada ¢é
reconstituida antes da administracao. Em alguns casos, a reconstituicao
e feita através de um diluente descrito neste documento.

[00265] As composicdes da invencdo podem compreender
excipientes, diluentes ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis.
[00266] Em certas modalidades, a invencdo fornece uma
composigao farmacéutica compreendendo: uma cepa bacteriana da
invengdo; e um excipiente, veiculo ou diluente farmaceuticamente
aceitavel; em que a cepa bacteriana esta em uma quantidade suficiente
para tratar um disturbio neurodegenerativo quando administrado a um
sujeito em necessidade da mesma.

[00267] Em certas modalidades, a invencao fornece composicao
farmacéutica compreendendo: uma cepa bacteriana da invengéo; e um
excipiente, veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel; em que a
cepa bacteriana esta em uma quantidade suficiente para tratar ou
prevenir um disturbio neurodegenerativo.

[00268] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢ao
farmacéutica acima, em que a quantidade da cepa bacteriana é de cerca
de 1 x 103 a cerca de 1 x 10" unidades formadoras de col6nias por
grama em relagao ao peso da composigao.

[00269] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢ao
farmacéutica acima, em que a composi¢ao € administrada em uma dose
de19,39,5g0ou10g.

[00270] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢cao
farmacéutica acima, em que a composi¢cao € administrada por um
método selecionado dentre o grupo que consiste em oral, retal,
subcutanea, nasal, bucal e sublingual.

[00271] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢cao
farmacéutica acima, compreendendo um transportador selecionado

dentre o grupo que consiste em lactose, amido, glucose, metilcelulose,
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estearato de magnésio, manitol e sorbitol.

[00272] Em certas modalidades, a invencao fornece a composicao
farmacéutica acima, compreendendo um diluente selecionado dentre o
grupo que consiste em etanol, glicerol e agua.

[00273] Em certas modalidades, a invencao fornece a composi¢cao
farmacéutica acima, compreendendo um excipiente selecionado dentre
0 grupo que consiste em amido, gelatina, glucose, lactose anidra,
lactose de fluxo livre, beta-lactose, edulcorante de milho, acacia,
tragacanto, alginato de sodio, carboximetilcelulose, polietilenoglicol,
oleato de sédio, estearato de sodio, estearato de magnésio, benzoato
de sodio, acetato de sodio e cloreto de sédio.

[00274] Em certas modalidades, a invencao fornece a composi¢ao
farmacéutica acima, compreendendo ainda pelo menos um dentre um
conservante, um antioxidante e um estabilizador.

[00275] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢ao
farmacéutica acima, compreendendo um conservante selecionado
dentre o grupo que consiste em benzoato de soédio, acido sorbico e
esteres de acido p-hidroxibenzoico.

[00276] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢ao
farmacéutica acima, em que a referida cepa bacteriana é liofilizada.
[00277] Em certas modalidades, a invencéo fornece a composi¢cao
farmacéutica acima, em que quando a composi¢cao € armazenada em
um recipiente vedado a cerca de 4-C ou cerca de 25-C e o recipiente é
colocado em uma atmosfera com 50% de umidade relativa, pelo menos
80% da cepa bacteriana medida em unidades formadoras de colbnias
permanece apos um periodo de pelo menos cerca de: 1 més, 3 meses,
6 meses, 1 ano, 1,5 anos, 2 anos, 2,5 anos ou 3 anos.

[00278] Em algumas modalidades, a composi¢do da invengao é
fornecida em um recipiente vedado compreendendo uma composi¢ao

como descrita neste documento. Em algumas modalidades, o recipiente
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vedado € um saché ou garrafa. Em algumas modalidades, a
composigao da invencao é fornecida em uma seringa compreendendo
uma composi¢cao como descrita neste documento.

[00279] A composicdo da presente invencao pode, em algumas
modalidades, ser fornecida como uma formulagao farmacéutica. Por
exemplo, a composi¢cao pode ser fornecida como um comprimido ou
capsula. Em algumas modalidades, a capsula € uma capsula de gelatina
(“gel-cap”).

[00280] Em algumas modalidades, as composi¢des da invengdo sao
administradas por via oral. A administracdo oral pode envolver a
degluticdo, de modo que o composto entre no trato gastrointestinal e/ou
a administragao bucal, lingual ou sublingual, através das quais o
composto entra na corrente sanguinea diretamente a partir da boca.
[00281] Formulagdes farmacéuticas adequadas para administracio
oral incluem tampdes solidos, microparticulas solidas, semissolidos e
liquidos (incluindo multiplas fases ou sistemas dispersos) tais como
comprimidos; capsulas moles ou duras contendo multi ou
nanoparticulas, liquidos (por exemplo, solu¢gdes aquosas), emulsdes ou
pos; pastilhas (incluindo cheias de liquido); mastigaveis; géis; formas de
dosagem de dispersao rapida; peliculas; ovulos; sprays; e adesivos
bucais/mucoadesivos.

[00282] Em algumas modalidades, a formulacdo farmacéutica € uma
formulacdo entérica, isto €, uma formulacdo gastro-resistente (por
exemplo, resistente ao pH gastrico) que é adequada para a transmissao
da composicdo da invencao para o intestino por administracéo oral. As
formulacbes entéricas podem ser particularmente uteis quando as
bactérias ou outro componente da composicdo forem sensiveis ao
acido, por exemplo, propensos a degradagao em condigoes gastricas.
[00283] Em algumas modalidades, a formulagdo entérica

compreende um revestimento entérico. Em algumas modalidades, a
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formulacdo € uma forma de dosagem com revestimento entérico. Por
exemplo, a formulagédo pode ser um comprimido com revestimento
entérico ou uma capsula com revestimento entérico, ou semelhante. O
revestimento entérico pode ser um revestimento entérico convencional,
por exemplo, um revestimento convencional para um comprimido,
capsula ou semelhante para transmissao oral. A formulacdo pode
compreender um revestimento de pelicula, por exemplo, uma camada
de pelicula fina de um polimero entérico, por exemplo, um polimero
insoluvel em acido.

[00284] Em algumas modalidades, a formulagdo entérica ¢é
intrinsecamente entérica, por exemplo, gastro-resistente sem a
necessidade de um revestimento entérico. Assim, em algumas
modalidades, a formulagdo € uma formulagdo entérica que néo
compreende um revestimento entérico. Em algumas modalidades, a
formulacdo € uma capsula feita de um material termogelante. Em
algumas modalidades, o material de termogelagcdo € um material
celulésico, tal como metilcelulose, hidroximetilcelulose ou
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Em algumas modalidades, a capsula
compreende um involucro que nao contém qualquer polimero formador
de pelicula. Em algumas modalidades, a capsula compreende um
involucro e o invélucro compreende hidroxipropilmetilcelulose e néao
compreende qualquer polimero formador de pelicula (por exemplo, ver
[86]). Em algumas modalidades, a formulacdo é uma capsula
intrinsecamente entérica (por exemplo, Vcaps® da Capsugel).

[00285] Em algumas modalidades, a formulagdo € uma capsula
mole. Capsulas moles sao capsulas que podem, devido a adigdes de
amaciantes, tais como, por exemplo, glicerol, sorbitol, maltitol e
polietilenoglicois, presentes no involucro da capsula, ter certa
elasticidade e suavidade. Capsulas moles podem ser produzidas, por

exemplo, com base em gelatina ou amido. Capsulas moles a base de
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gelatina estdo comercialmente disponiveis através de varios
fornecedores. Dependendo do método de administracéo, tal como, por
exemplo, por via oral ou retal, as capsulas moles podem ter varias
formas, podem ser, por exemplo, redondas, ovais, oblongas ou em
forma de torpedo. As capsulas moles podem ser produzidas por
processos convencionais, tais como, por exemplo, pelo processo
Scherer, pelo processo Accogel ou pelo processo de gotejamento ou
sopro.

Métodos de cultura

[00286] As cepas bacterianas para utilizagdo na presente invencao
podem ser cultivadas utilizando-se técnicas convencionais de
microbiologia, como detalhado, por exemplo, nas referéncias [87], [] e
[89].

[00287] O meio solido ou liquido utilizado para a cultura pode ser, por
exemplo, meio de agar YCFA ou meio YCFA. O meio YCFA pode incluir
(por 100 ml, valores aproximados): Casitone (1,0 g), extrato de levedura
(0,25 g), NaHCOs3 (0,4 g), cisteina (0,1 g), K2HPO4 (0,045 g), KH2PO4
(0,045 g), NaCl (0,09 g), (NH4)2S04 (0,09 g), MgSO4 - 7H20 (0,009 g),
CaClz (0,009 g), resazurina (0,1 mg), hemina (1 mg), biotina (1 ug),
cobalamina (1 ug), p- acido aminobenzoico (3 ug), acido félico (5 ug) e
piridoxamina (15 ug).

Cepas bacterianas para serem usadas em composigées de vacinas
[00288] Os inventores identificaram que as cepas bacterianas da
invencdo sao uteis para o tratamento ou prevencdo de disturbios
neurodegenerativos. E provavel que isto seja um resultado do efeito que
as cepas bacterianas da invencdo tém no sistema imunolégico do
hospedeiro. Portanto, as composicdes da invencido também podem ser
uteis para prevenir disturbios neurodegenerativos, quando
administradas como composicdes de vacina. Em certas tais

modalidades, as cepas bacterianas da invencdo podem ser mortas,
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inativadas ou atenuadas. Em certas tais modalidades, as composi¢cées
podem compreender um adjuvante de vacina. Em certas modalidades,
as composigdes sao para administragdo via injegéo, tal como através
de injecao subcutanea.

Geral

[00289] A pratica da presente invengao empregara, a menos que
indicado em contrario, métodos convencionais da quimica, bioquimica,
biologia molecular, imunologia e farmacologica, dentro do ambito da
técnica. Essas técnicas sao totalmente explicadas na literatura. Veja,
por exemplo, referéncias [90] e [91, 97], etc.

[00290] O termo “compreendendo” engloba “incluindo” bem como
“consistindo”, por exemplo, uma composi¢ao “compreendendo” X pode
consistir exclusivamente de X ou pode incluir algo adicional, por
exemplo, X +Y.

[00291] O termo "cerca de" em relagdo a um valor numeérico x é
opcional e significa, por exemplo, x+10%.

[00292] A palavra "substancialmente" nao exclui "completamente",
por exemplo, uma composicao que € “substancialmente livre” de Y pode
estar completamente livre de Y. Quando necessario, a palavra
“substancialmente” pode ser omitida da definicao da invencao.

[00293] Referéncias a uma identidade de sequéncia percentual entre
duas sequéncias nucleotidicas significa que, quando alinhadas, essa
percentagem de nucleotideos € a mesma na comparagao das duas
sequéncias. Este alinhamento e a percentagem de homologia ou
identidade de sequéncia podem ser determinadas utilizando programas
de software conhecidos na técnica, por exemplo os descritos na secgao
7.7.18 das ref. [98]. Um alinhamento preferido & determinado pelo
algoritmo de pesquisa de homologia de Smith-Waterman, utilizando
uma pesquisa de lacuna afim com uma penalidade de abertura de

lacuna de 12 e uma penalidade de extensao de lacuna de 2, matriz de
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BLOSUM de 62. O algoritmo de pesquisa de homologia de Smith-
Waterman € divulgado nas ref. [99].

[00294] A menos que especificamente indicado, um processo ou
meétodo compreendendo inumeras etapas pode compreender etapas
adicionais no inicio ou no fim do método, ou pode compreender etapas
intervenientes adicionais. Além disso, as etapas podem ser
combinadas, omitidas ou executadas em uma ordem alternativa, se
apropriado.

[00295] Varias modalidades da invencdo sao descritas neste
documento. Sera apreciado que as caracteristicas especificadas em
cada modalidade podem ser combinadas com outras caracteristicas
especificadas, para fornecer outras modalidades. Em particular, as
modalidades destacadas neste documento como sendo adequadas,
tipicas ou preferidas, podem ser combinadas umas com as outras
(exceto quando forem mutuamente exclusivas).

MODOS PARA REALIZAGAO DA INVENGAO

Exemplo 1 - Eficacia da inoculacdao bacteriana para atuar como
neuroprotetora

Sumario

[00296] As células de neuroblastoma foram tratadas com
composicdes compreendendo cepas bacterianas de acordo com a
invengdo. As células de neuroblastoma SH-SYS5Y utilizadas séao
produtoras de dopamina e estdo bem estabelecidas como modelo in
vitro para o estudo de doencgas neurodegenerativas. Foi observada a
capacidade das cepas bacterianas de aumentar a neuroproliferacao. As
células do neuroblastoma foram tratadas com neurotoxina
dopaminérgica 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP), que induz sintomas
permanentes da doenca de Parkinson nas células do neuroblastoma. A
capacidade das cepas bacterianas de agir como um neuroprotetor

contra MPP foi investigada.
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Material e Métodos

Cepas bacterianas

[00297] Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides
distasonis MRX0005

Linhagem celular

[00298] As células de neuroblastoma SH-SYS5Y foram adquiridas na
ECCACC (Cat. No: 94030304) e foram cultivadas em MEM (Sigma
Aldrich, cat. M2279) suplementado com Nutrient Mixture F-12 Ham
(Sigma Aldrich, cat. N4888).

Método

[00299] Uma vez cultivadas, as células de neuroblastoma SH-SY5Y
foram plaqueadas em placas de 96 pocos a 11.000 células/poco e
incubadas por 2 dias. As células foram entdo transferidas para o meio
de diferenciacdo (que contém FBS a 1%) e 10 uM de &acido retinoico
(Sigma Aldrich, cat. N. R2625-100MG). O meio de diferenciagao foi
substituido a cada dois dias e as células foram colhidas aos 7 dias de
diferenciagéo. As células foram pré-tratadas com ou sem MPP (Sigma
Aldrich, cat. N° D048-1G) durante 8 horas. Posteriormente, as células
foram tratadas com sobrenadante bacteriano a 10% e incubadas
durante a noite. A viabilidade celular foi medida usando o reagente CCK-
8 (Sigma Aldrich, Cell Counting Kit - 8, cat. N° 96992-3000TESTS-F) e
lida a 450nm de comprimento de onda.

Resultados

[00300] Os resultados destes experimentos sdao mostrados na Figura
1. O tratamento de células de neuroblastoma com MRX0029 ou
MRX0005 levou a um aumento na proliferagcao de neurdnios. As células
de neuroblastoma que foram tratadas com MPP em conjunto com a
cepa bacteriana aumentaram a viabilidade celular em comparagao com
as células tratadas apenas com MPP (que tiveram viabilidade reduzida).

O efeito protetor foi maior para as células tratadas com MRX0029, que
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resgataram a viabilidade mais do que as células de controle positivo
tratadas com Quercetina. Esses dados mostram que as cepas
bacterianas podem atuar como um neuroprotetor.

Exemplo 2a - Eficacia do inéculo bacteriano para reduzir a
secregéao de IL-6.

Sumario

[00301] A ativacao de citocinas pré-inflamatérias tem sido associada
a danos nos neurbnios em doengas neurodegenerativas. O
lipopolissacarideo (LPS) é um estimulador conhecido da citocina proé-
inflamatdria IL-6. As células deastrocitoma de glioblastoma humano
foram tratadas com composi¢cdes compreendendo cepas bacterianas de
acordo com a invengao em combinacdo com LPS para observar sua
capacidade de modular os niveis de IL-6.

Material e Métodos

Cepas bacterianas

[00302] Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides
distasonis MRX0005

Linhagem celular

[00303] MG U373 é um astrocitoma de glioblastoma humano
derivado de um tumor maligno e foi adquirido de Sigma-Aldrich (cat.
08061901-1VL). As células de astrocitoma de glioblastoma humano MG
U373 foram cultivadas em MEM (Sigma Aldrich, cat. M-2279)
suplementado com 10% de FBS, 1% de Pen Strep, 4mM de L-Glut, 1X
de solucdo de Aminoacido Nao essencial de MEM e 1X de Piruvato de
Sadio.

Método

[00304] Uma vez cultivadas, as células MG U373 foram plaqueadas
em placas de 24 pocos a 100.000 células/poco. As células foram
tratadas com LPS (1ug/mL) isoladamente ou com 10% de bactérias
sobrenadantes de MRX0029 ou MRX0005 por 24h. Também foi
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realizado um controle onde as células foram incubadas em meio nao
tratado. Depois, os sobrenadantes livres de células foram coletados,
centrifugados a 10.000g por 3min a 4°C. A IL-6 foi medida usando o kit
IL-6 ELISA humano da Peprotech (cat # 900-K16) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Resultados

[00305] Os resultados destes experimentos sdo mostrados na Figura
2. O tratamento de células de neuroblastoma com LPS e as cepas de
bactérias levou a uma diminuicdo no nivel de IL-6 secretada.

Exemplo 2b — Eficacia da inoculagdao bacteriana para modular a
secregdo de IL-8.

Sumario

[00306] Como a neuroinflamacdo desempenha um papel central nas
doengas neurodegenerativas e a IL-8 demonstrou ter efeitos
neuropositivos, o efeito de composicdes compreendendo cepas
bacterianas da inveng¢ao e LPS na ativacdo da IL-8 foi avaliado. As
células deastrocitoma de glioblastoma humano foram tratadas com
composi¢cdes compreendendo cepas bacterianas de acordo com a
invencdo em combinacdo com LPS para observar sua capacidade de
modular os niveis de IL-8.

Material e Métodos

Cepas bacterianas

[00307] Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides
distasonis MRX0005

Linhagem celular

[00308] MG U373 é um astrocitoma de glioblastoma humano
derivado de um tumor maligno e foi adquirido de Sigma-Aldrich (cat.
08061901-1VL). As células de astrocitoma de glioblastoma humano MG
U373 foram cultivadas em MEM (Sigma Aldrich, cat. M-2279)
suplementado com 10% de FBS, 1% de Pen Strep, 4mM de L-Glut, 1X
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de solugado de Aminoacido Nao essencial de MEM e 1X de Piruvato de
Sadio.

Metodo

[00309] Uma vez cultivadas, as células MG U373 foram plaqueadas
em placas de 24 pocos a 100.000 células/pogco. As células foram
tratadas com LPS (1ug/mL) isoladamente ou com 10% de bactérias
sobrenadantes de MRX0029 por 24h. Depois, os sobrenadantes livres
de células foram coletados, centrifugados a 10.000g por 3min a 4°C. A
IL-8 foi medida usando o Kit Humano IL-8 ELISA da Peprotech (cat #
900-K18) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Resultados

[00310] Os resultados destes experimentos sao mostrados na Figura
3. O tratamento de células de neuroblastoma com as cepas de bactérias
leva a um aumento na secrecao de IL-8 independentemente da
presenca de LPS.

Exemplo 2C — Eficacia da inoculagcdo bacteriana para reduzir a
inflamagéo induzida por a-sinucleina.

Sumario

[00311] A neuroinflamacido desempenha um papel central na doenca
de Parkinson e a a-sinucleina demonstrou induzir neuroinflamacgao in
vivo. Portanto, foi avaliada a capacidade das cepas de bactéria da
invengao de inibir a neuroinflamagao induzida por a-sinucleina. Uma co-
cultura de células deastrocitoma de glioblastoma humano e células de
neuroblastoma foi exposta a a-sinucleina do tipo selvagem e as
isoformas mutantes E46K e AS53T e tratada com composi¢des
compreendendo cepas bacterianas de acordo com a invencdo. A
capacidade das cepas de bactérias para inibir a secrecdo de IL-6
induzida por a-sinucleina foi entdo testada.

Material e Métodos

Cepas bacterianas
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Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides distasonis
MRX0005

Linhagem celular

[00312] MG U373 é um astrocitoma de glioblastoma humano
derivado de um tumor maligno e foi adquirido de Sigma-Aldrich (cat.
08061901-1VL). As células de astrocitoma de glioblastoma humano MG
U373 foram cultivadas em MEM (Sigma Aldrich, cat. M-2279)
suplementado com 10% de FBS, 1% de Pen Strep, 4mM de L-Glut, 1X
de solugdo de Aminoacido Nio essencial de MEM e 1X de Piruvato de
Sadio.

[00313] SH-SY5Y é uma linhagem celular de neuroblastoma humano
derivada de um neuroblastoma maligno e pode ser adquirida de Sigma-
Aldrich (cat. 94030304-1VL). As células foram cultivadas em 50% de
MEM e 50% de meio de mistura de nutrientes F-12 Ham suplementado
com 2 mM de L-glutamina, 10% de FBS inativado pelo calor, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina. As células no meio de
crescimento foram plaqueadas em placas de 96 pocos a 11.000
células/pogo e colocadas na incubadora. Apds 2 dias, os meios foram
substituidos por meio de diferenciacao (meio de crescimento contendo
1% de FBS) e 10 yM de acido retinoico. O meio de diferenciagao foi
substituido a cada dois dias e as células foram usadas apo6s 7 dias de
diferenciagéo.

Metodo

[00314] As células SHSY5Y foram plaqueadas em placas de 12
pocos a uma densidade de 50.000 células/pogo. As células foram
cultivadas em 50% de MEM e 50% de meio de mistura de nutrientes F-
12 Ham suplementado com 2 mM de L-glutamina, 10% de FBS inativado
pelo calor, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina. As
células no meio de crescimento foram plagueadas em placas de 96

pocos a 11.000 células/pocgo e colocadas na incubadora. Apds 2 dias,
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os meios foram substituidos por meio de diferenciagdo (meio de
crescimento contendo 1% de FBS) e 10 uM de acido retinoico. O meio
de diferenciacao foi substituido a cada dois dias e as células foram
usadas ap0s 7 dias de diferenciacado. Os U373 foram plaqueados em 12
placas transpogo (membrana de poliéster de 0,4 ym, Costar) a uma
densidade de 50.000 células/pogo por 72 horas. As células foram co-
cultivadas em conjunto por 24 horas antes do tratamento em meio de
diferenciagdo (meio de crescimento contendo 1% de FBS sem acido
retinoico).

[00315] Posteriormente, as células foram tratadas com 25-ug/ml de
a-sinucleina (Wt, A53T, E46K) na presenca ou auséncia de 10% de
bactérias sobrenadantes durante 48 horas. Os sobrenadantes livres de
células foram coletados, centrifugados a 10000g por 3 min a 4°C,
divididos em aliquotas e armazenados a -80 0C. A IL-6 e IL-8 humanas
foram medidas como descrito acima.

Resultados

[00316] Os resultados destes experimentos sdo mostrados na Figura
4. O tratamento de células com a-sinucleina do tipo selvagem e as
isoformas mutantes E46K e A53T induziu secre¢dao moderada de IL-6
(Figura 4A). A secrecao de IL-6 induzida por a-syn foi inibida em células
tratadas com as cepas de bactéria (Figura 4A). A reducéo na secreg¢ao
de IL-6 foi maior na administragdao de MRX0029.

Exemplo 3 — Eficacia de inéculos bacterianos para reduzir a
ativacao de NFkB

Sumario

[00317] A ativacdo do promotor NFkB leva a producéo de citocinas
pro-inflamatadrias, incluindo IL-1B, IL-1a, IL-18, TNFa e IL-6. O promotor
de NFkB pode ser ativado por a-sinucleina e LPS, estimulando o ligando
de TLR4. Mutagdes na a-sinucleina, como a a-sinucleina A53T, estao

implicadas no Parkinson familiar. O tratamento de células neuronais
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com LPS simula Parkinson causado por fatores ambientais. A
capacidade das composigdes compreendendo cepas bacterianas de
acordo com a invengao para inibir a ativagdo do promotor NFkB foi
investigada.

Material e Métodos

Cepa bacteriana

[00318] Megasphaera massiliensis MRX0029

Linhagem celular

[00319] O TLR4 azul Hek humano foi adquirido da InvivoGen (cat. N.
Hkb-htlr4). O TLR4 de Hek blue humano foi cultivado em DMEM com

alta glicose (Sigma Aldrich, cat. D-6171) suplementado com 10% de

FBS, 1% de Pen Strep, 4mM de L-Glut, Normocina e solug¢ao de sele¢ao
1X HEK Blue.

Meétodo

[00320] Uma vez cultivadas, as células azuis Human Hek foram
plaqueadas em placas de 96 pocos a 25.000 células/pogco em 4
repeticdes. Um conjunto de células foi tratado com a-sinucleina AS3T
(Tug/mL) sozinho ou com 10% de bactérias sobrenadantes do
MRX0029 por 22h. O segundo conjunto de células foi tratado com LPS
(10 ng/mL, do sorotipo Typhimurium de Salmonella enterica, Sigma
Aldrich, gato n° L6143) sozinho ou com 10% de bactérias
sobrenadantes do MR029 por 22 h. As células foram subsequentemente
centrifugadas e 20uL do sobrenadante foram misturados com 200uL de
reagente Quanti Blue (InvivoGen, gato n. rep-qb2), incubados por2 h e
a absorvéncia lida a 655 nm.

Resultados

[00321] Os resultados destes experimentos sdo mostrados nas
Figuras 5 e 6. A Figura 5 mostra que a ativagao do promotor NFkB por
a~sinucleina nao é inibida por MRX0029. A Figura 6 mostra que a
ativacdo do promotor NFkB por LPS é inibida por MRX0029.
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Exemplo 4 — Eficacia das bactérias para alterar o desenvolvimento
de neurites

Sumario

[00322] O desenvolvimento de neurites € um processo importante
para o desenvolvimento de conexdes entre neurbnios. A capacidade de
cepas bacterianas e acidos organicos de induzir o desenvolvimento de
neurites foi, portanto, testada medindo os niveis transcricionais da
proteina MAP2 associada a microtubulos, um marcador especifico de
diferenciacido neuronal.

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029.

Metodo

[00323] As SHSYS5Y foram plaqueadas em placas de Petri de 10cm
com uma densidade de 2x10° células. Apos 24h, as células foram
tratadas em meio de diferenciacdo (meio de crescimento contendo 1%
de FBS sem RA) com 10% de sobrenadantes de bactérias ou YCFA+,
10uM RA, 200uM acido hexanoico ou 200uM acido valproico, por 17
horas. Depois, foram obtidas imagens representativas usando o
microscopio de nucleo EVOS XL com contraste de fase com ampliagao
de 40X/0,65. As células foram coletadas e o RNA total foi isolado de
acordo com o protocolo do mini kit RNeasy (Qiagen). Os cDNAs foram
feitos usando o kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade
(Applied Biosystems). A expressdo génica foi medida usando gqPCR.
GAPDH foi utilizado como controle interno. A modulacéo foi calculada
de acordo com o método 224,

Microscopia confocal e de imunofluorescéncia

[00324] As células foram semeadas em laminas de camara de 8
pocos (Marienfeld Laboratory Glassware) a 5x10* células/ pogo durante
a noite e foram tratadas com sobrenadante bacteriano a 10% por 24

horas. Para diferenciacao, as células foram tratadas com acido retinoico
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10nM por 5 dias antes de serem tratadas com sobrenadante bacteriano.
As células foram entdo fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS
durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA). As células fixas foram
lavadas com PBS e permeabilizadas com 1% de Triton X-100 em PBS
por 10 minutos. Apds lavagem com PBS, as laminas foram incubadas
com tampé&o de bloqueio (4% BSA/PBS) por 1 hora a temperatura
ambiente antes de adicionar anticorpo anti-MAP2 (sc-74421, Santa
Cruz Biotechnology Inc) diluido em 1% de BSA/PBS por 12 horas a 4°C.
Eles foram entdo lavados duas vezes com PBS, seguido de incubagao
com anti-camundongo conjugado Alexa Flour 488 (Molecular Probes
Inc) e faloidina conjugada Alexa Flour 594 (ab176757, Abcam) por 1
hora a temperatura ambiente. Apos lavagem 3X com PBS, as laminas
foram montadas com Vectorshield[] contendo DAPI (Sigma, Aldrich). As
ldminas foram visualizadas usando um microscopio Zeiss Axioscope
equipado com uma objetiva Korr de 63x/1,2 W e conjuntos de filtros
adequados para a detecgao dos fluorocromos utilizados. Os tempos de
exposi¢dao manual para a aquisi¢ao digital de imagens imunomarcadas
com MAP-2 foram mantidos constantes, permitindo a comparagao entre
diferentes pogos e tratamentos. Os tempos de exposicao a faloidina (F-
actina) e DAPI variaram de acordo com o campo de visdo. Os campos
de visdo randomizados foram adquiridos usando uma camera Qlmaging
controlada pelo software Image Pro Plus. As imagens foram salvas
como TIFs e abertas no Adobe Photoshop CC 2015.1.2 e as
sobreposi¢des das imagens MAP-2, DAPI e faloidina foram sobrepostas
e mescladas. Imagens representativas foram selecionadas para ilustrar
as diferencas de abundancia e localizacido das proteinas examinadas
Resultados

[00325] Os resultados sdo mostrados na Figura 7. A Figura 7A
mostra imagens representativas de microscopia de células SHSY-5Y

indiferenciadas incubadas com cada um dos acidos e bactérias
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sobrenadantes. O tratamento de células com MRX0029 induziu um
fendtipo semelhante a um neurbnio, mostrando caracteristicas
semelhantes as células tratadas com acido retinoico (que é usado para
diferenciacao terminal de células de neuroblastoma), onde os corpos
celulares sdo maiores e de forma piramidal, com neurites e ramificacoes
processadas formando redes com células vizinhas. A Figura 7B mostra
que o MRx0029 aumenta positivamente o MAP2 em células de
neuroblastoma indiferenciadas. A coloragao da faloidina (um agente de
ligac&o ao citoesqueleto de actina) provou ainda um arranjo diferente da
estrutura citoesquelética nas células tratadas com MRx0029, apoiando
ainda mais a hipotese de diferenciagdo neuronal para MRx0029 (Fig.
7B)

Exemplo 5 - Eficacia de inéculos bacterianos para alterar a
capacidade antioxidante

Sumario

[00326] A capacidade de composi¢cdes compreendendo cepas
bacterianas de acordo com a invencao para alterar a capacidade
antioxidante. A capacidade antioxidante da cepa bacteriana foi
estabelecida usando o conhecido ensaio ABTS (acido 2,2'-azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)).

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029

Metodo

[00327] As células bacterianas (10° ou superior) foram coletadas e
centrifugadas. Eles foram ressuspensos em tampao de ensaio (usando
trés vezes o volume de sedimento). A suspenséo foi sonicada em gelo
por 5 minutos e depois centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e medido usando o kit de ensaio ABTS
produzido pela Sigma Aldrich (codigo CS0790), de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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Resultados

[00328] Os resultados destes experimentos sdo mostrados na Figura
8. A Figura 8 mostra que o MRX0029 tem uma capacidade antioxidante
de aproximadamente 2mM em comparacao com o Trolox.

Exemplo 6 — Eficacia de inoculos bacterianos para alterar os niveis
de peroxidacao lipidica

Sumario

[00329] A capacidade das composicbes compreendendo cepas
bacterianas de acordo com a invengdo para alterar os niveis de
peroxidagao lipidica foi investigada. O ensaio de substancias reativas
tiobarbituricas (TBARs) foi utilizado para medir os subprodutos da
peroxidacao lipidica.

Material e Métodos

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029

Metodo

[00330] As células bacterianas (10° ou superior) foram coletadas e
centrifugadas, uma etapa de lavagem foi realizada com solucao salina
isotbnica antes do sedimento ser ressuspenso em tampao de ensaio de
cloreto de potassio. A suspenséo foi sonicada em gelo por 10 minutos e
depois centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
removido e o nivel de peroxidacéo lipidica avaliado usando o ensaio de
substéncias reativas tiobarbituricas.

Resultados

[00331] Os resultados das experiéncias sdo mostrados na Figura 9.
A Figura 9 mostra que o MRx0029 é capaz de inibir a peroxidagao
lipidica em aproximadamente 20%, que € uma capacidade antioxidante
mais alta que o controle positivo, hidroxitolueno butilado (1% p/v).
Exemplo 7a — Eficacia de inoculos bacterianos para reduzir os

niveis oxidativos nas células
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Fundamentos

[00332] A geracao de espécies reativas de oxigénio contribui para a
patologia de doengas neurodegenerativas. Investigou-se a capacidade
das cepas bacterianas de proteger células SHSY-5Y e U373
diferenciadas de espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas pelo
tratamento com Peroéxido de Hidrogénio Terc-Butilico (PHTB).

Material e Métodos

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029

Meétodo

[00333] As células SHSY-5Y foram plagueadas em uma placa preta
de fundo plano de 96 pocos com densidade de 5000 células/pogo e
colocadas na incubadora de CO2. Apdés 24 h, os meios foram
substituidos por meio de diferenciagdo (meio de crescimento contendo
1% de FBS) e 10 uM de acido retinoico. O meio de diferenciacio foi
substituido a cada dois dias. No Dia 10, o meio de diferenciagao foi
removido e as células foram lavadas com PBS pré-aquecido e coradas
com sonda molecular 10uM DCFDA por 20 minutos em meio de
crescimento contendo 1% de FBS. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS pré-aquecido novamente e tratadas com 100 uM de
TBHP na presenga ou auséncia de 10% de sobrenadante bacteriano
por 2h. A intensidade da fluorescéncia foi medida usando o leitor de
placas TECAN em Ex/Em 485/530 nm.

Resultados

[00334] Os resultados das experiéncias sdo mostrados na Figura 10.
A Figura 10b mostra que o MRX0029 é capaz de inibir a produgao de
ERO em células diferenciadas de neuroblastoma SHSY-5Y. MRX0029
nao teve efeito na geragédo de ERO em células de astroglioblastoma
U373 (Figura 10a). Isso mostra que esse aspecto do efeito antioxidante

€ especifico do neurénio.
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Exemplo 7b - neuroprotecao

[00335] As células SHSY-5Y diferenciadas de RA foram tratadas
com MPP+, o metabdlito ativo do MPTP, um produto quimico
amplamente utilizado para imitar in vitro e in vivo algumas das
caracteristicas da patologia da DP. A viabilidade celular foi medida como
a taxa de respiracao das mitocondrias (Figura 11). Tanto o MRx0005
quanto o MRx0029 mostraram efeitos significativos e promovem per se
um aumento da atividade metabdlica das mitocondrias nas células
SHSY-5Y. MRX0029 mostrou protecdo completa contra MPP+,
restaurando a viabilidade celular quase no mesmo nivel de células ndo
tratadas e maior que o controle positivo de quercetina. A proteg¢ao
MRx0005 foi de cerca de 20% em comparagao com a amostra tratada
com YCFA-MPP+, aproximadamente a mesma observada para o
controle positivo de quercetina (Fig. 11).

Exemplo 8 - Eficacia da inoculagao bacteriana na atividade da
histona desacetilase

Sumario

[00336] A capacidade das composicoes compreendendo cepas
bacterianas de acordo com a invencido para alterar a atividade da
histona desacetilase foi investigada. A desregulacdo da histona
desacetilase tem sido implicada na patogénese associada a doengas
neurodegenerativas associadas a idade.

Material e Métodos

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029

Linhagem celular

[00337] A linhagem celular HT-29 foi usada porque a histona
desacetilase esta presente.
Meétodo

[00338] Os sobrenadantes isentos de células de culturas bacterianas
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de fase estacionaria foram isolados por centrifugacao e filtracdo em um
filtro de 0,22 uM. As células HT-29 foram usadas 3 dias apo6s a
confluéncia e foram reduzidos em 1 mL de DTS 24 horas antes do inicio
do experimento. As células HT-29 foram expostas com sobrenadante
livre de células a 10% diluido em DTS e este foi deixado a incubar por
48 horas. As proteinas nuclease foram entdo extraidas usando o kit de
extracdo Sigma Aldrich Nuclease e as amostras foram congeladas
rapidamente antes da medigcao da atividade do HDAC. O kit de atividade
HDAC foi avaliado fluorometricamente usando o kit Sigma Aldrich
(Reino Unido).

Resultados

[00339] Os resultados das experiéncias sédo mostrados na Figura 12.
A Figura 12 mostra que o MRX0029 é capaz de reduzir os niveis de
atividade da histona desacetilase.

Exemplo 8a — Analise adicional do mecanismo de inibicdo da
desacetilagdo de histonas

Introducé&o

[00340] A microbiota intestinal, com sua imensa diversidade e
capacidade metabdlica, representa um enorme reservatorio metabdlico
para a produg¢ao de uma vasta variedade de moléculas com potencial
para influenciar a atividade do HDAC. Poucos estudos avaliaram a
atividade inibitoria do HDAC de metabdlitos derivados de bactérias,
além do butirato, que demonstrou inibir o HDAC e esta associado a
melhora da fungdo motora na doenga de Huntington [100]. Os
inventores procuraram, portanto, determinar quais metabdlitos sao
responsaveis pela inibicdo de HDAC e elucidar ainda mais os
mecanismos pelos quais a inibicio é alcancgada.

Material e Métodos

Cultura bacteriana e coleta de sobrenadante sem células

[00341] Culturas puras de Dbactérias foram  cultivadas
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anaerobicamente em caldo YCFA até atingirem sua fase de crescimento
estacionario. As culturas foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos
e o sobrenadante livre de células (CFS) foi filtrado usando um filtro de
0,2 uM (Millipore, Reino Unido). Aliquotas de 1 mL do CFS foram
armazenadas a -80°C até o uso. Butirato de sédio, acido hexanoico e
valérico foram obtidos da Sigma Aldrich (Reino Unido) e as suspensodes
foram preparadas em caldo YCFA.

Quantificagcdo de SCFA e MCFA de sobrenadantes bacterianos
[00342] Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) e acidos graxos
de cadeia média (AGCMs) de sobrenadantes bacterianos foram
analisados e quantificados pelo MS Omics APS da seguinte maneira.
As amostras foram acidificadas com acido cloridrico e os padrdes
internos marcados com deutério foram adicionados. Todas as amostras
foram analisadas em ordem aleatodria. A analise foi realizada usando
uma coluna de alta polaridade (Zebron™ ZB-FFAP, GC Cap. Coluna 30
m x 0,25 mm x 0,25 um) instalada em um GC (7890B, Agilent) acoplado
a um detector de quadropolo (59977B, Agilent). O sistema foi controlado
pela ChemStation (Agilent). Os dados brutos foram convertidos para o
formato netCDF usando o Chemstation (Agilent), antes de os dados
serem importados e processados no Matlab R2014b (Mathworks, Inc.)
usando o software PARADISe descrito em [101].

Analise de atividade especifica do HDAC

[00343] A atividade de inibicado especifica do HDAC foi analisada
para HDAC1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 usando kits de ensaio fluorogénico para
cadatipo de HDAC (BPS Bioscience, CA). Os ensaios foram conduzidos
de acordo com as instrucdes do fabricante e cada amostra foi realizada
em réplicas. Os sobrenadantes isentos de células foram diluidos 1 em
10 e expostos a proteinas HDAC especificas fornecidas no kit para
manter a consisténcia entre os métodos.

Resultados
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[00344] Os metabdlitos microbianos comensais do intestino que
inibem a histona desacetilase sédo butirato e acido valérico

[00345] MRx0029, cujo sobrenadante mostrou forte inibicdo de
HDAC em ensaios com células inteiras HT29 ou com lisado celular
HT29, produziu acido valérico e acido hexanoico em concentracbes
médias de 5,08 mM e 1,60 mM, respectivamente (Figura 13A e C).
[00346] Para investigar quais metabdlitos foram responsaveis pela
inibicako da HDAC induzida por cepa, mediram-se diferentes
concentragdes de acido hexanoico, acido valérico e butirato de sddio
para a inibicdo da HDAC em células HT-29 inteiras e no lisado de células
HT-29. Os resultados na Fig. 13B mostram uma inibigao significativa
(P<0,05) da atividade de HDAC pelo butirato de sodio em células
inteiras, bem como no lisado celular, enquanto o acido hexanoico nao
mostrou atividade inibidora significativa. O acido valérico inibiu a
atividade total de HDAC (* (p<0,05), ** (p<0,005), *** (P<0,001), ****
(p<0,0001)).

Inibidores potentes do HDAC total investigaram HDACs classe | alvo.
[00347] O perfil de inibicao HDAC especifico da cepa de bactérias
em teste foi investigado. Ensaios especificos de inibigado de HDAC (BPS
Bioscience, CA) foram realizados para HDACs Classe | e Classe Il. A
capacidade da cepa bacteriana de inibir as enzimas HDAC foi
comparada ao butirato, acido hexanoico e valérico (Figuras 14 e 15).
Nossos resultados demonstram que o MRX0029 é um inibidor muito
potente das enzimas HDAC Classe 1 (HDAC1, 2 e 3). A inibigdo de
HDACSs classe Il ndo foi tao significativa (dados ndo mostrados).
Discusséo

[00348] A cepa com atividade inibidora do HDAC produziu
quantidades significativas de acido valérico e acido hexanoico, bem
como quantidades significativas de butirato de sédio (Figura 13C).

Quando testado como substancia pura, o acido valérico e o butirato de
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sédio resultaram em significativa inibicdo da HDAC (p<0,0001).
[00349] Curiosamente, os resultados para a atividade especifica do
HDAC mostram que a cepa testada € um potente inibidor dos HDACs
Classe |, e particularmente do HDAC2. Os HDACs Classe | (HDAC1, 2,
3 e 8) residem no nucleo e sao expressos em todos os tipos de células
humanas. Os HDAC 1-3 compartilham mais de 50% de homologia, mas
possuem estruturas e funcdes celulares distintas [102]. Eles estéo
envolvidos  principalmente na sobrevivéncia, proliferagdo e
diferenciacao celular e, portanto, a inibicado pode ser util em uma ampla
gama de doengas [103]; [104]; [105]; [106]; [107].

Exemplo 9 - Nivel de producg¢ao de indol em bactérias

Sumario

[00350] A capacidade das bactérias da invengéo de produzir indol foi
investigada. O indol tem sido implicado na atenuacgéo da inflamacgéao e
do estresse oxidativo.

Material e Métodos

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029

[00351] ATCC 11775 é uma cepa de referéncia bacteriana que é
conhecida por produzir indol.

Método

[00352] As células bacterianas intactas em fase estacionaria foram
incubadas com triptofano 6mM por 48 horas. As espécies bacterianas
que possuem a enzima triptofanase utilizardo o triptofano como
substrato para produzir indol. Apds o periodo de incubacéo de 48 horas,
o sobrenadante foi removido e adicionado ao reagente de Kovac para
quantificagao de indol. Padrdes, solugdes de estoque e reagentes foram
preparados usando métodos padronizados validados internamente.
Resultados

[00353] Os resultados das experiéncias sédo mostrados na Figura 16.
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A Figura 16 mostra que o MRX0029 tem a capacidade de produzir indol
a partir do triptofano, em concentragcdes de aproximadamente 0,2mM.
Exemplo 10 — Nivel de produg¢ao de quinurenina em bactérias
Sumatrio

[00354] A capacidade das bactérias da invencao de produzir indol foi
investigada. A desregulagao da via da quinurenina pode levar a ativacao
do sistema imunoldgico e ao acumulo de compostos potencialmente
neurotéxicos. Alteragdes no metabolismo da quinurenina podem estar
envolvidas no desenvolvimento das doengas de Parkinson.

Cepa bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029

[00355] O DSM 17136 € uma cepa de Bacteroides copricola que é
conhecida por produzir quinurenina.

Meétodo

[00356] Os sobrenadantes isentos de células de culturas bacterianas
de fase estacionaria foram isolados por centrifugacéao e filtragdo em um
filtro de 0,22 uM e congelados até o uso. Padrdes, solugdes de estoque
e reagentes de quinurenina foram preparados usando métodos
padronizados validados internamente. As amostras foram tratadas com
acido tricloroacético e centrifugadas a 10.000xg por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e dispensado em uma placa de 96 pocos.
O reagente de Ehrlich foi utilizado para a detecgdo de quinurenina e
adicionado na proporc¢ao de 1:1.

Resultados

[00357] Os resultados das experiéncias sdao mostrados na Figura 17.
A Figura 17 mostra que o MRX0029 tem capacidade para produzir
quinurenina a uma concentragao de aproximadamente 40 uM.
Exemplo 11 - Niveis de dopamina, DOPAC e HVA no estriado em
camundongos MPTP tratados com bactérias

[00358] A doencga de Parkinson é um disturbio neurodegenerativo
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comum, cujas caracteristicas clinicas principais incluem tremor, lentidao
de movimento, rigidez e instabilidade postural. Esses sintomas sé&o
atribuiveis  principalmente a  degeneracdo dos  neurdnios
dopaminérgicos na pars compacta da substancia negra e a
consequente perda de suas fibras nervosas projetadas no estriado
[108]. Os camundongos tratados com MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) perdem seletivamente um numero significativo de
neurdnios dopaminérgicos nigrostriatais [109]. A perda induzida por
MPTP de células dopaminérgicas na substancia negra imita a condi¢ao
clinica na doencga de Parkinson e, portanto, € um modelo util para testar
farmacos antiparkinsonicos.

[00359] O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos das bactérias
anaerdbias MRX0029 usando camundongos lesados por MPTP.
[00360] 48 camundongos machos foram alocados em 4 grupos de
tratamento diferentes (grupos A, B, E e |, com n=12 animais em cada
grupo). Os grupos de tratamento sdo mostrados na Tabela 1 abaixo e o
curso do tempo do projeto € descrito abaixo.

Tabela 1: Grupos de tratamento

Grupo|n Tratamento Lesao
Substancia| Nivel de | Dose Via Crono- |[Substancia| Dose Via | Crono-
seguran- grama grama
ca
A 12 | Veiculo - - p.o. 18 dias: Veiculo i.p. dia 0
(PBS) dia(-14) — | (solugao
dia3 salina a
0,9%)
B 12 | Veiculo - - p.o. 18 dias: MPTP 4x 20 i.p. dia 0
(PBS) dia(-14) - mg/kg
dia 3
E 12 | MRx0029 | S1/S2 | 2x10”8 18 dias: MPTP i.p. dia 0
Megasphae bactérias | p.o. | dia(-14) - 4x 20
ra sp. (gly) dia 3 mg/kg
| 12 | Veiculo - - p.o. 18 dias: MPTP 4x 20 i.p. dia 0
(PBS) dia(-14) - mg/kg
dia 3
7- - 50 mg/kg| i.p. | dia 0 (2x

[00361] Os grupos A, B, E e | foram tratados diariamente por 18 dias

por gavagem oral com bactérias (MRx0029 — grupo E) ou veiculo (PBS).
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O tratamento oral foi iniciado 14 dias antes da lesdo de MPTP. Os
animais do grupo | receberam um tratamento diario com veiculo (PBS)
p.o. (por via oral) e foram injetados i.p. (intraperitoneal) com o farmaco
de referéncia 30 minutos antes e 90 minutos apos o primeiro MPTP no
dia 0. O volume de aplicacao para tratamento de p.o. e veiculo foi de
200 pl por camundongo. As cepas de bactérias do grupo E provinham
de reservas de glicerol (gly). Para tratamento oral, gavagens para
aplicacdes foram armazenadas em frascos contendo 70% de Etanol e
lavadas antes e apds cada uso com agua destilada. Cada grupo de
tratamento teve seu proprio frasco de gavagem e etanol e frasco de
agua destilada. Os tubos e gavagens nao foram trocados entre os
grupos. Imediatamente antes do tratamento, cada seringa foi lavada
com N2.

[00362] No dia 0, foi injetado MPTP (20 mg/kg de peso corporal (p.c.)
4 vezes, 2 h de intervalo entre tratamentos) i.p. nos animais dos grupos
B, E e I. Um grupo de animais (A) foi simulado pela administracéo i.p.
do veiculo MPTP (solucédo salina a 0,9%). O volume de aplicacao foi de
10 pl por g de peso corporal. A pesagem dos animais foi realizada antes
do tratamento com MPTP para dosar os animais de acordo com seu
peso corporal real. Posteriormente, os animais receberam o tratamento
de p.o. diario.

Formulacdo de preparacoes para dosagem e preparacdo de reservas

de glicerol para dosagem

Nome da cepa de Bactéria: MRx0029 Megasphaera sp.
Estabilidade/condigao de -80°C
armazenamento:

Veiculo: 1x PBS
Dosagens de tratamento: 2 x 10”8 bactérias
Administragéo: 200pl

Numero de Lote: n/a
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Para o grupo de tratamento E (MRx0029)

1.) 1 estoque de glicerol foi retirado do freezer a -80°C e colocado em
condi¢gdes anaerdbicas (frasco anaerdbico com saché) a 37°C para
descongelar (isso levou 30-40 minutos).

2.) O estoque de glicerol completamente descongelado foi centrifugado
a 6000 x g por 10 min a temperatura ambiente.

3.) O sobrenadante foi descartado sem perturbar o sedimento (por
exemplo, usando uma pipeta).

4.) Foram adicionados 4,22 mL de PBS 1 x pré-aquecido estéril (37°C)
e misturados suavemente usando uma pipeta.

5.) Os camundongos foram dosados com 200 uL da soluc&o bacteriana.
Os animais foram dosados dentro de 15 minutos apods ressuspenséao do
sedimento com PBS.

Formulacédo de grupo de farmacos de referéncia

Estabilidade/condi¢ao -20°C

Veiculo: Oleo de amendoim

Dosagens de 50 mg/kg

administracgo: i.p. (30 min antes e 90 min apés o 1° tratamento
Numero de lote: MKBS6671V

[00363] A quantidade apropriada de 7-Nitroindazol foi dissolvida em
oleo de amendoim para atingir a concentragao final de 50 mg/kg.
Materiais e Métodos

Animais

Linha de camundongo: C57BL/6J (Cepa de Camundongo JAX™)
Numero de Estoque de Camundongos JAX ™

000664

Fornecedor: Laboratorios Charles River

Idade na Data de Inicio: ~10 semanas

Sexo: Masculino

NUumero de animais: 48
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Manuseio especifico de Animais e Randomizacdo

[00364] As luvas foram trocadas entre cada grupo de tratamento e
pulverizadas com solugao de etanol a 70% entre cada gaiola do mesmo
grupo para minimizar o risco de contaminacdo sempre que 0s animais
eram manuseados (por exemplo: tratamento, testes comportamentais,
limpeza e amostragem de tecidos).

[00365] O tratamento foi aleatério e alternado diariamente, a fim de
impedir que os mesmos grupos fossem tratados no mesmo horario
todos os dias. Os animais foram randomizados por gaiola na
amostragem de tecido.

Amostragem e processamento de tecidos

[00366] No dia 4, animais de todos os grupos foram sacrificados e os
cérebros foram coletados. Portanto, o0s camundongos foram
anestesiados profundamente por injecdo de Pentobarbital (600mg/kg).

[00367] O sangue (aproximadamente 500 pl) foi coletado por pungéo
cardiaca. Os camundongos foram entao perfundidos transcardialmente
com solugdo salina a 0,9% e os cérebros foram removidos e
hemissecados. O hemisfério esquerdo foi subdividido em tecido estriatal
(para HPLC), tecido substancia negra e cérebro residual, pesado e
imediatamente congelado e armazenado a -80°C. Os instrumentos e
superficies que estavam em contato com os animais tiveram que ser
limpos com etanol a 70% antes que o proximo animal fosse dissecado.

Analise bioquimica dos niveis de dopamina, DOPAC e HVA com HPLC

no estriado

[00368] As amostras estriatais (n=6 de cada grupo de tratamento;
total de 24 amostras) foram misturadas na proporc¢ao de 1:10 (p/v) com
acido perclorico 0,2 M, incluindo 100 uM EDTA-2Na e homogeneizadas
a 0°C em um micro-homogeneizador de pistilo de vidro. Apds repousar
30 minutos em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 10.000

RPM por 10 minutos em uma centrifuga refrigerada Biofuge Fresco
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(Heraeus Instruments, Alemanha). Os sobrenadantes foram
cuidadosamente aspirados e misturados com tampao Na-acetato 0,4 M,
pH 3 na proporgao de 1:2 (v/v) e filtrados através de um filtro centrifugo
de 0,22 ym (Merck Millipore, Alemanha) por 4 min a 14.000 g a 4°C. Os
filtrados foram armazenados a -80°C antes da analise por HPLC.
Analise HPLC

[00369] As concentracdes de DA, DOPAC e HVA nas amostras
estriatais foram determinadas por cromatografia liquida de coluna com
deteccéao eletroquimica [110;111]. O sistema HPLC (HTEC-500, Eicom

Corp., Kyoto, Japéo) incluindo uma bomba de microfluxo sem pulso, um

desgaseificador e um detector amperométrico equipado com um
eletrodo de carbono vitreo operando a +0,45 V vs. um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl foi utilizado. As amostras foram injetadas usando um
Microsampler Refrigerado CMA/200 (CMA/Microdialise, Estocolmo,
Suécia). Os cromatogramas foram registrados e integrados pelo uso de
um sistema computadorizado de aquisicdo de dados (DataApex, Praga,
Republica Tcheca). DA, DOPAC e HVA foram separados em uma
coluna de 150 x 2,1 i.d. mm (CA5-ODS, Eicom Corp., Kyoto, Japdo). A
fase movel consistiu em tampao fosfato 0,1 Ma pH 6,0, EDTA 0,13 mM,
1-octanossulfonato de sédio 2,3 mM e metanol a 20% (v/v). O limite de
deteccgdo (razdo sinal-ruido = 3) para DA foi estimado em 0,5 fmol em
15 ul (0,03 nM) injetado na coluna.

Resultados

[00370] A administracao de cepas de bactéria foi bem tolerada pelos
animais. No dia da lesdo do MPTP e, se necessario, no dia seguinte,
uma luz vermelha foi usada para aquecer os animais. Se os animais
estivessem em mas condig¢des (com frio, desidratados, comportamento
anormal), receberiam comida umida e tratamento salino subcuténeo, se
necessario.

[00371] Para analise dos niveis de Dopamina, DOPAC e HVA, foi
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utilizado tecido estriatal de 6 animais por grupo de tratamento. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-
hoc de comparacdo multipla de Dunn ou pela analise de variancia
unidirecional, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni (A vs. todos (*),
B vs. todos, | vs. todos (#)). */# = p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001.
[00372] Os animais saudaveis do grupo A apresentaram altos niveis
de Dopamina, DOPAC e HVA, enquanto o tratamento com MPTP no
grupo B reduziu isso e o controle positivo (grupo |) recuperou a producao
em algum grau (Figura 21). Os animais do grupo | tenderam a ter niveis
mais elevados de Dopamina do que o grupo tratado com bactérias e o
grupo B (Figura 21A). Os niveis de DOPAC (um metabdlito da
Dopamina) em geral foram significativamente mais baixos nos animais
do grupo B em comparacédo com os niveis de DOPAC de animais nao
isolados do grupo A (Figura 21B).

[00373] Significativamente, verificou-se que o tratamento com
MRx0029 (grupo E) recuperou a produgao de Dopamina e DOPAC
(Figuras 21A e 21B, respectivamente). O tratamento com MRx0029
pode, portanto, ser util no tratamento ou prevencao de disturbios
neurodegenerativos.

Exemplo 12 — Teste de estabilidade

[00374] Uma composicido descrita neste documento contendo pelo
menos uma cepa bacteriana descrita neste documento € armazenada
em um recipiente vedado a 25-C ou 4°C e o recipiente é colocado em
uma atmosfera com 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% ou
95% de umidade relativa. Apés 1 més, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 1
ano, 1,5 anos, 2 anos, 2,5 anos ou 3 anos, pelo menos 50%, 60%, 70%,
80% ou 90% da cepa bacteriana deve permanecer como medida em
unidades de formacao de colbnias determinadas por protocolos padrao.
Exemplo 13 — Nivel de secre¢dao de BDNF nas células SHSY-5Y

Fundamentos
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[00375] O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) € uma
molécula onipresente no cérebro associada ao desenvolvimento neural,
neuroprotecdo e neurorregeneracédo. O BDNF n&o apenas protege
contra a neurodegeneracao, mas também disturbios mentais como
depressao e ansiedade, que sao bastante comuns entre pacientes
diagnosticados com DP ou DA.

Métodos

[00376] As placas SH-SY5-SY foram plagueadas em placas de 24
pocos com densidade de 60.000 célula /pogo e colocadas na
incubadora. Apds 24 h, os meios foram substituidos por meio de
diferenciagdo (meio de crescimento contendo 1% de FBS) e 10 pM de
acido retinoico. O meio de diferenciacao foi substituido a cada dois dias
e as células foram usadas no dia 10 de diferenciacdo. Para o
tratamento, o meio de diferenciacio foi removido e substituido por 450
uL de meio de crescimento completo e 50 yL de bactérias SN foram
adicionadas aos pocos tratados ou YCFA+ foi adicionado como Controle
negativo.

Resultados

[00377] Os resultados sdo mostrados na Figura 18, que mostra que
a administracdo de MRX0029 em combinacdo com &acido retinoico
aumenta a secrecdo de BDNF de células de neuroblastoma
diferenciadas. As composi¢des compreendendo bactérias comensais e
acidos organicos podem, portanto, ser uteis na terapia.

Exemplo 14 — Producao de metabdlitos — metabdlitos no cérebro

Fundamentos

[00378] Os metabdlitos presentes nos sobrenadantes das bactérias
podem influenciar diretamente a resposta do hospedeiro ao estresse
oxidativo, comunicacao célula-célula e neuroprotecdo. Os metabdlitos
que desempenham um papel fundamental nos processos neurologicos

foram medidos durante a triagem ex vivo no tecido cerebral de
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camundongos alimentados com MRx0005 e MRx0029.

Métodos

Animais

[00379] Os camundongos machos adultos BALBc (Envigo, UK)
foram alojados em um ciclo de 12 horas claro-escuro; comida padrao
para roedores e agua estavam disponiveis ad libitum. Todas as
experiéncias foram realizadas de acordo com as diretrizes europeias
apds a aprovacao pelo Comité de Experimentagéo de Etica Animal da
University College Cork. Os animais tinham 8 semanas de idade no
inicio do experimento.

Projeto de Estudo

[00380] Os animais foram autorizados a habituar-se a sua sala de
espera por uma semana apos a chegada a unidade animal. Eles
recebem gavagem oral (dose de 200 pL) de bioterapéuticos vivos na
dose de 1 X 10° UFC por 6 dias consecutivos entre as 15:00 e as 17:00.
No dia 7, os animais sao decapitados e os tecidos sdo colhidos para
experimentacio.

Coleta de Tecidos

[00381] Os animais foram sacrificados de maneira aleatdria em
relagcao ao tratamento e condigao de teste; a amostragem ocorreu entre
9h e 13h. O sangue do tronco foi coletado em tubos de EDTA de
potassio (acido etilenodiaminotetracético) e girado por 15 min a 4000 g.
O plasma foi isolado e armazenado a -80°C para analise posterior. O
cérebro foi rapidamente excisado, dissecado e cada regido do cérebro
foi congelada rapidamente em gelo seco e armazenada a -80°C para
analise posterior. O baco foi removido e processado imediatamente
apos o abate para estimulagdo imune ex vivo. O tecido intestinal
(segmentos de 2 cm de ileo e colon mais proximos do ceco foram
excisados e o mais distante 1cm de tecido do ceco foi usado) foram

montados nas camaras Ussing para o ensaio de permeabilidade
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intestinal. O ceco foi removido, pesado e armazenado a -80°C para
analise de AGCCs.

Analise de Monoamina

[00382] A concentracdo de neurotransmissores foi analisada por
HPLC em amostras do tronco cerebral. Resumidamente, o tecido do
tronco encefalico foi sonicado em 500 pl de fase movel refrigerada com
4 ng/40 pl de N-metil 5-HT (Sigma Chemical Co., Reino Unido) como
padrao interno. A fase movel continha acido citrico 0,1 M, acido octano-
1-sulfénico 5,6 mM (Sigma), di-hidrogenofosfato de sédio 0,1 M, EDTA
0,01 mM (Alkem/Reagecon, Cork) e 9% (v/v) de metanol
(Alkem/Reagecon) e foi ajustado para pH 2,8 usando hidroxido de sodio
4 N (Alkem/Reagecon). Os homogenatos foram entéo centrifugados por
15 min a 22.000 x g a 4°C e 40 pl do sobrenadante injetado no sistema
HPLC que consistia em um controlador de sistema SCL 10-Avp,
detector eletroquimico LECD 6A (Shimadzu), uma bomba LC-10AS, um
forno CTO-10A, um autoinjetor SIL-10A (com o resfriador de amostras
mantido a 40 C) e um desgaseificador Gastorr on-line (ISS, Reino
Unido). Uma coluna de fase reversa (Kinetex 2,6 u C18 100 x 4,6 mm,
Phenomenex) mantida a 30°C foi empregada na separacgao (Vazao 0,9
ml/min). O eletrodo de trabalho de carbono vitreo combinado com um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (Shimdazu) operou a +0,8 V e os
cromatogramas gerados foram analisados usando o software Class-VP
5 (Shimadzu). Os neurotransmissores foram identificados por seus
tempos de retengao caracteristicos, determinados por inje¢des padrao,
que sédo executadas em intervalos regulares durante a analise da
amostra. As razbes das alturas dos picos de analito versus padrao
interno foram medidas e comparadas com a injecdo padrdo. Os
resultados foram expressos em ng de neurotransmissor por g de peso
fresco de tecido.

Analise metabdlica
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[00383] Para anadlise do metabdlito de GC, amostras de
sobrenadantes bacterianos foram derivatizadas com cloroformiato de
metila usando uma versao ligeiramente modificada do protocolo descrito
em [112]. Todas as amostras foram analisadas em ordem aleatoria. A
andlise foi realizada usando GC (7890B, Agilent) acoplado a um
detector de quadropolo (569977B, Agilent). O sistema foi controlado pela
ChemStation (Agilent). Os dados brutos foram convertidos para o
formato netCDF usando o Chemstation (Agilent), antes de os dados
serem importados e processados no Matlab R2014b (Mathworks, Inc.)
usando o software PARADISe descrito em [101].

[00384] Para analise de acidos graxos, amostras foram acidificadas
com acido cloridrico e os padrdes internos marcados com deutério
foram adicionados. Todas as amostras foram analisadas em ordem
aleatédria. A analise foi realizada usando uma coluna de alta polaridade
(Zebron™ ZB-FFAP, GC Cap. Coluna 30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
instalada em um GC (7890B, Agilent) acoplado a um detector de
quadropolo (59977B, Agilent). O sistema foi controlado pela
ChemStation (Agilent). Os dados brutos foram convertidos para o
formato netCDF usando o Chemstation (Agilent), antes de os dados
serem importados e processados no Matlab R2014b (Mathworks, Inc.)
usando o software PARADISe descrito em [101].

Resultados — producao de neurotransmissores

[00385] Os resultados sdo mostrados na Figura 19, que mostra que
no cérebro de camundongos alimentados com MRx0029, os niveis de
noradrenalina aumentam (p=0,0507), acompanhados de um leve
aumento de serotonina e 5-HIAA. Esses dados apoiam a analise
metabolica apresentada abaixo, sugerindo que o MRx00029 € o maior
produtor de acido 4-hidroxifenilacético, um antioxidante conhecido
[113]. Mais importante, o acido 4-hidroxifenilacético € um intermediario

sintético da dopamina e da noradrenalina e uma importante molécula
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bioativa [114]. De fato, na DP, as alteracdes degenerativas se estendem
além do sistema dopaminérgico, afetando igualmente os sistemas
serotonérgicos e noradrenérgicos, 0 que, por sua vez, leva a niveis
reduzidos de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) e noradrenalina
(norepinefrina) em estruturas estriatais e extraestriatais [115]. O L-
DOPA tem como principais alvos as caracteristicas da DP relacionadas
a dopamina, no entanto, ndo aborda as reducbes na 5-HT e na
noradrenalina. Além disso, quanto maior a duragdo do tratamento com
L-DOPA, mais visiveis sdo uma gama de complicagdes motoras e néo
motoras (por exemplo, discinesia, sintomas psiquiatricos) [116].
Portanto, esses dados demonstram que as bactérias que produzem
acidos organicos, como o acido 4-hidroxifenilacético, podem ser uteis
na terapia, em particular no tratamento de doengas neurodegenerativas.

Resultados — producao de metabdlitos

[00386] Os metabdlitos presentes nos sobrenadantes das bactérias
podem influenciar diretamente a resposta do hospedeiro ao estresse
oxidativo, comunicacao célula-célula e neuroprotecéo especificamente.
Os metabdlitos no sobrenadante das culturas de MRX0029 e MRX0005
foram analisados e os resultados sdao mostrados na Figura 20.

[00387] Alguns metabdlitos mostraram uma diferenca
impressionante entre as duas linhagens analisadas. A concentragdo de
acido succinico foi particularmente elevada no MRx0005.
Curiosamente, a razdo amostra/meio para acido 4-hidroxifenilacético foi
significativamente maior no MRx0029 (Fig. 20A).

[00388] A analise de acidos graxos nos sobrenadantes revelou uma
dicotomia interessante nas duas linhagens: MRx0005 produziu
principalmente acido acético e propanoico, enquanto MRx0029 produziu
acido butanoico, pentanoico e hexanoico, nas formas linear e ramificada
(Fig. 20B). As duas linhagens pareciam muito diferentes e, em

particular, a producao de acido succinico e acido 4-hidroxifenilacético
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por MRx0005 e MRx0029, respectivamente, foi notavel (Figura 20A).
Além disso, o MRx0005 parece produzir mais acidos graxos de cadeia
curta C2 e C3, enquanto o MRx00029 produziu mais C4 (butirato) e
acidos graxos de cadeia média lineares e ramificados, incluindo o acido
hexanoico.

[00389] O éacido succinico € um metabdlito do ciclo de Krebs
envolvido na fosforilacdo oxidativa. O complexo de fosforilagao oxidativa
€ um passo fundamental para o trafego sinaptico de proteinas e
vesiculas nas regides proximal e distal [117]. Sua disfungdo tem sido
relatada em disturbios neurodegenerativos, incluindo doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson e ataxia espinocerebelosa tipo 1 [63].
Esses achados sao particularmente interessantes, pois o acido
succinico pode aumentar a atividade mitocondrial e apoiar neurdnios
vulneraveis em doengas neurodegenerativas relacionadas a proteinas
mal dobradas, incluindo DP [65]. O BDNF e o acido succinico tém uma
atividade protetora semelhante, ndo apenas na neurodegeneragao, mas
também em transtornos mentais como depresséao e ansiedade, que sao
bastante comuns entre pacientes diagnosticados com DP ou DA.
[00390] A Figura 20B também demonstra que o MRX0029 & um
produtor de butirato (acido butanoico). Isso pode ser significativo porque
o butirato tem um papel conhecido na reducédo da impermeabilidade da
barreira hematoencefalica, que tem um efeito neuroprotetor [118]. Essa
propriedade do MRx0029 (e outras bactérias neuroprotetoras) pode
contribuir para sua eficacia.

Exemplo 15 - Modulagcdao da expressdao de mRNA de proteinas de
juncdao estreita por MRx0029

[00391] Visto que evidéncias recentes sugerem que a disfungéo e
inflamacao intestinal € um sintoma ndo motor associado a DP, foi
investigada a capacidade das cepas bacterianas da invengao de causar

qualquer disfungdo da barreira intestinal. As monocamadas celulares
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epiteliais HT29-mtx produtoras de mucina [119] foram usadas como
modelo in vitro para avaliar a ruptura da barreira intestinal e a
estimulagdo imunoldgica apos o tratamento com MRx0005 e MRx0029.
Células HT29-mtx diferenciadas expostas ao forbol 12-miristato-13-
acetato (PMA) secretam uma quantidade significativa de IL-8; em
contraste, o tratamento por 24h com os sobrenadantes bacterianos de
MRx005 e MRx0029, induziu uma secrecédo ainda menor de IL-8 em
comparagao com as ceélulas nao tratadas e tratadas com YCFA (Fig.
22A).

[00392] A capacidade do MRx0005 e do MRx0029 de regular a
permeabilidade epitelial modificando a transdug¢do de sinal intracelular
envolvida na expressdo e localizacdao de proteinas envolvidas na
formacgéo da barreira intestinal foi entdo investigada.

[00393] O RNA foi isolado e a analise quantitativa de RT-PCR (qRT-
PCR) foi realizada para caracterizar as alteragdes na expressao génica
de proteinas de jungéo estreita durante a incubagdo com MRx0005 e
MRx0029. A administracdo de MRx0029 melhorou a expressdo do
MRNA de Ocludina, Vilina, Proteina de Jungdo Estreita 1 e 2
(respectivamente TJP1 e TJP2) apds incubacgao de 2h (Fig. 22B). Por
outro lado, a exposi¢gao ao MRx0005 nao alterou a expressao génica de
proteinas de jungao estreita, indicando que as duas cepas agem de
maneira diferente na barreira intestinal.

[00394] Os resultados in vitro foram comparados com dados da
analise paralela ex vivo no intestino de camundongos alimentados com
MRx0005 e MRx0029. A expressdao génica de TJP2 e ocludina foi
quantificada no colon e no ileo. Os dados ex vivo refletem perfeitamente
os dados in vitro, pois 0 MRx0029 foi capaz de regular significativamente
o TJP1 e a ocludina (p=0,073) na regidao do colon do intestino murino
(Fig. 22C+22D). MRx0029 também foi capaz de diminuir a fungédo de

permeabilidade no célon dos mesmos camundongos (Fig. 22E+22F).
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Materiais e métodos - extracdo de RNA e analise de gPCR
[00395] O RNA total foi extraido usando o mini-kit RNeasy (Qiagen,

Manchester, Reino Unido) de acordo com as instrugdes do fabricante, e

a concentracdo de RNA determinada por absorbéancia a 260/280nm
usando um espectrofotdmetro (nano-Drop ND-1000; Thermo Scientific,
Wilmington, DE) Para analise da expressdo do mRNA, o cDNA foi
preparado a partir do RNA total usando o kit de transcricdo reversa de
cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Reino Unido) de acordo
com as instrugdes do fabricante. As reacgdes de transcrigcao reversa
foram realizadas em um termociclador (Biometra, Alemanha) a 25°C por
10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos, mantendo-se
a 4°C. O cDNA resultante foi amplificado em duplicatas pelo ensaio
SYBR-Green PCR e os produtos foram detectados na QuantStudio 6
flex real-time PCR machine (Applied Biosystems, Reino Unido) usando
um perfil padronizado (desnaturacao inicial de 95°C por 10 minutos,
seguida por 40 ciclos de 15 segundos de desnaturacdo a 95°C e 60
segundos de anelamento/extensdao a 60/65°C, dependendo dos
iniciadores. Uma etapa de dissociagao foi adicionada apds os 40 ciclos
para gerar uma curva de fusdo. A analise foi realizada usando o
software de Applied Biosystems QuantStudio Real-Time PCR Software
v1.2. As sequéncias iniciadoras para Actina, Vilina, Ocludina, TJP1 e
TJP2 sao fornecidas na listagem de sequéncia.

Exemplo 16

Métodos

Animais

[00396] Os animais e o projeto de estudo utilizados foram os mesmos
do Exemplo 14.

Cepas bacterianas

o 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)

. Megasphaera massiliensis (MRX0029)
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Coleta de Tecidos

[00397] Os animais foram sacrificados de maneira aleatéria em
relagdo ao tratamento e condi¢éo de teste; a amostragem ocorreu entre
9:00 e 14:30. O sangue do tronco foi coletado em tubos de EDTA de
potassio (acido etilenodiaminotetracético) e girado por 15 min a 4000 g.
O plasma foi isolado e armazenado a -80°C para analise posterior. O
cérebro foi rapidamente excisado, dissecado e cada regido do cérebro
foi congelada rapidamente em gelo seco e armazenada a -80°C para
analise posterior. O bago foi removido, coletado em 5 mL de meio RPMI
(com L-glutamina e bicarbonato de sédio, R8758 Sigma + 10% de FBS
(F7524, Sigma) + 1% de Pen / Strep (P4333, Sigma)) e processado
imediatamente apds abates para estimulagdo imune ex-vivo. O tecido
intestinal (2 segmentos de 3cm de ileo e célon mais préximos do ceco
foram excisados e o0 mais distante 1cm 2cm de tecido do ceco foi usado)
foram montados nas camaras Ussing para o ensaio de permeabilidade
intestinal. O ceco foi removido, pesado e armazenado a -80°C para
analise de AGCCs.

Analise de Monoamina

[00398] A concentracao de neurotransmissores foi analisada como
descrito no Exemplo 10

Ensaio de Citocinas do Baco

[00399] Os bacgos foram coletados imediatamente em meio RPMI de
5 mL apds o sacrificio e cultivados imediatamente. As células do baco
foram homogeneizadas pela primeira vez neste meio RPMI, seguidas
de 5 minutos de incubacdo com 1 ml de tampédo de lise RBC
(11814389001 ROCHE, Sigma). Foram adicionados mais 10 ml de meio
RPMI, seguidos de centrifugacao 200G por 5 minutos. O sobrenadante
foi entdo filtrado através de um filtro de 40um. As células foram contadas
e semeadas (4.000.000/mL de meio). Apdés 2,5 h de adaptacgéo, as

células foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS-2 pg/ml) ou
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concanavalina A (ConA-2,5 ug/ml) por 24 h. Apds a estimulagao, os
sobrenadantes foram colhidos para avaliar a liberagdo de citocinas
usando o Kit V-PLEX Proinflammatory Panel 1 (camundongo) (Meso
Scale Discovery, Maryland, EUA) para TNFa, IL-10, IL-1pB, interferon v,
CXCL2 e IL6. As analises foram realizadas usando o MESO QuickPlex
SQ 120, SECTOR Imager 2400, SECTOR Imager 6000, SECTOR S
600.

Analise da Expressdo Génica

[00400] O RNA total foi extraido usando o mirVana™ miRNA
Isolation kit (Ambion/Life technologies, Paisley, Reino Unido) e tratado
com DNase (Turbo DNA-free, Ambion/life technologies) de acordo com
as recomendacdes do fabricante. O RNA foi quantificado usando o
espectrofotdbmetro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, Delaware, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
A qualidade do RNA foi avaliada usando o Agilent Bioanalyzer (Agilent,
Stockport, Reino Unido) de acordo com o procedimento do fabricante e
um numero de integridade de RNA (RIN) foi calculado. O RNA com valor
de RIN>7 foi usado para experiéncias subsequentes. O RNA foi
transcrito de modo reverso para cDNA usando o Applied Biosystems
High Capacity cDNA kit (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido)
de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Resumidamente, a
Transcriptase Reversa Multiscribe (50 U / uL)(1)(2)(1)(10) foi adicionada
como parte da mistura principal de RT, incubada a 25°C por 10 min,
37°C por 2 h, 85°C por 5 min e armazenado a 4°C. A PCR quantitativa
foi realizada utilizando sondas (6-carboxifluoresceina - FAM) projetadas
pela Applied Biosystems para genes alvo especificos de camundongos,
enquanto se utilizava 3-actina como controle endégeno. As reagdes de
amplificacdo continham 1 pL de cDNA, 5 pyL da 2X PCR Master Mix
(Roche), 900 nM de cada iniciador e foram levadas a um total de 10 pL

pela adicdo de agua livre de RNase. Todas as reag¢des foram realizadas
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em triplicado usando placas de 96 pog¢os no sistema LightCycler®480.
As condi¢des de ciclagem térmica foram como recomendadas pelo
fabricante (Roche) por 55 ciclos. Para verificar a contaminagcéo de
amplicons, cada execugao nao continha controles de modelo em
triplicado para cada sonda usada. Os valores do limiar do ciclo (Ct)
foram registrados. Os dados foram normalizados usando a B-actina e
transformados pelo método 2-AACT e apresentados como uma
modulagdo vs. grupo controle.

Anélise de Acidos Graxos de Cadeia Curta no Contetido Cecal

[00401] O conteudo de ceco foi misturado e agitado no vértex com
agua MilliQ e incubado em temperatura ambiente por 10 min. Os
sobrenadantes foram obtidos por centrifugagcédo (10000 g, 5 min, 4°C)
para aglomerar bactérias e outros solidos e filtragdo por 0,2 um. Foi
transferido para um frasco de GC claro e o acido 2-etilbutirico (Sigma)
foi usado como padrao interno. A concentragdo de AGCC foi analisada
usando um sistema de ionizacido por chama Varian 3500 GC, equipado
com uma coluna ZB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm; Phenomenex).
Uma curva padrao foi construida com diferentes concentragdes de uma
mistura padrao contendo acetato, propionato, isobutirato, n-butirato,
isovalerato e valerato (Sigma). Os picos foram integrados usando o
software Varian Star Chromatography Workstation verséo 6.0. Todos os
dados do AGCC sio expressos em umol/g.

Anélise Estatistica

[00402] Os dados normalmente distribuidos sdo apresentados como
média £ SEM; Conjuntos de dados ndao paramétricos sao apresentados
como mediana com intervalo interquartil. O teste t bicaudal ndo pareado
foi aplicado para analisar os dados paramétricos e o teste de Mann-
Whitney foi usado para ndo paramétricos. O coeficiente de correlagao
de classificacdo de Spearman foi empregado para a analise de

correlacéo nos conjuntos de dados agrupados. Um valor de p<0,05 foi
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considerado significativo em todos os casos.

Resultados — Producdo de neurotransmissores

[00403] Os resultados na Figura 23 mostram o efeito do tratamento
com MRx005 na concentracdo de neurotransmissores no cérebro de
camundongos. Mais notavelmente, o tratamento com MRx005 leva a
uma diminuigcdo da dopamina.

Resultados — Expressao génica

[00404] Expresséao de genes para receptores de neurotransmissores
[receptor de serotonina 1a(5-HTR1a), receptor de dopamina D1,
subunidade B1 do receptor GABA, receptor GABAA, receptor NMDA2A
(Grin2A) e receptor NMDA2B (Grin2b)], marcadores inflamatorios [IL-
1B, IL6, CD11b, TNFa e TLR4] e marcadores enddcrinos [fator de
liberagao de corticosterona (CRF), receptores 1 e 2 do fator de liberagéo
de corticosterona (CRFR1, CRFR2), fator de neurotrofina derivado do
cérebro (BDNF), receptor de vasopressina, receptor de ocitocina,
receptor de glicocorticoide e receptor de mineralocorticoide] foram
analisados no tecido cerebral do hipocampo, amigdala e cortex pré-
frontal.

[00405] As Figuras 24-38 mostram as alteragdes na expressao
génica apos o tratamento com MRX005 ou MRX0029 no hipocampo,
amigdala e cértex pré-frontal. O tratamento com MRx0029 levou a um
aumento na expressao do receptor de glicocorticoide na amigdala
(Figura 31C). A Figura 32A mostra que o MRx005 aumentou
significativamente a expressdo de BDNF na amigdala, enquanto o
tratamento com MRx0029 aumentou significativamente a expressao de
TLR4 na amigdala (Figura 32).

[00406] Tanto o MRx005 quanto o MRx0029 podem aumentar a
expressdao de CD11b na amigdala (Figura 33A), enquanto que a
expressao de IL-6, Grin2a e Grin2b é reduzida apds o tratamento com
MRx005 (Figuras 33B-D). Além disso, MRx005 e MRx0029 aumentaram
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significativamente a expressdo de GABRA2 e aumentaram a expressao
de GABBR1 na amigdala.

[00407] O tratamento com MRx005 levou a um aumento significativo
na expressao de BDNF no cortex pré-frontal (Figura 35B).

Discusséo

[00408] A administracdo de MRx005 e MRx0029 causou alteragdes
na expressao génica, especialmente na amigdala.

Resultados — Efeito na expresséo de Tph1 e IDO-1

[00409] A Figura 39 mostra que o MRx0029 pode aumentar

significativamente a expresséo triptofano hidroxilase-1 (Tph1) no célon

e que o tratamento com MRX005 pode aumentar a expresséo de IDO-1
no célon. O tratamento com MRX005 aumentou a expressao de Tph1 e
IDO1 no ileo (Figura 40).

[00410] Indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenase-1 (IDO-1), a primeira
enzima limitadora de taxa na via do triptofano/quinurenina, enquanto a
triptofano hidroxilase 1 (Tph1), uma isoforma da enzima triptofano
hidroxilase, responsavel pela sintese da serotonina. Esses dados
sugerem que o MRx0029 e o MRx005 podem afetar os niveis de
serotonina e a via do triptofano/quinurenina.

Resultados — Efeito nos niveis do metabolito do triptofano

[00411] A Figura 41 mostra o efeito do tratamento com MRx005 nos
niveis de quinurenina e triptofano em circulagao.

Resultados — Efeito na expressao de citocinas de esplendcitos

[00412] O ensaio de esplendcitos ex-vivo envolve desafiar os
esplendcitos (células isoladas do bago - um 6rgéo principal envolvido na
defesa imune), com um desafio mimético bacteriano ou mimético viral.

[00413] MRXO005 reduziu significativamente os niveis de interferon-y
nos esplendcitos apés um desafio com LPS (Figura 42). Além disso, o
MRXO005 reduziu os niveis de interleucina-6 e o fator de necrose tumoral

ap6s um desafio com LPS (Figuras 44 e 45, respectivamente). O
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tratamento com MRx0029 levou a uma reducao no interferon-y, na
interleucina-1B e na interleucina-6 apés um desafio com LPS (Figuras
42, 43 e 44, respectivamente).

[00414] O tratamento com MRx005 e MRx0029 levou a um aumento
nos niveis do quimioatrativo CXCL1 (Figura 47).

Resultados - Efeito nos Niveis de Acidos Graxos de Cadeia Curta do

Ceco

[00415] Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) séo produzidos
quando fibras ndo digeriveis da dieta sdo fermentadas por bactérias no
intestino. Os efeitos da administracdo do MRX005 sdo mostrados na
Figura 48.

Exemplo 17 — Analise adicional das alteragées induzidas por
MRX029 e MRX005 nos niveis de expressao génica

Meétodos

Linhagem celular

Células SH-SY5Y

Cepas bacterianas

) 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)
) Megasphaera massiliensis (MRX0029)
qPCR

[00416] As SHSY5Y foram plaqueadas em placas de Petri de 10cm
com uma densidade de 2x10° células. Apos 24h, as células foram
tratadas em meio de diferenciacido (meio de crescimento contendo 1%
de FBS sem RA) com 10% de sobrenadantes de bactérias ou YCFA+,
10uM RA, 200uM acido hexanoico ou 200uM acido valproico, por 17
horas. Depois, foram obtidas imagens representativas usando o
microscopio de nucleo EVOS XL com contraste de fase com ampliagéo
de 40X/0,65. As células foram coletadas e o RNA total foi isolado de
acordo com o protocolo do mini kit RNeasy (Qiagen). Os cDNAs foram

feitos usando o kit de transcricao reversa de cDNA de alta capacidade
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(Applied Biosystems). A expressado génica foi medida usando qPCR.
GAPDH foi utilizado como controle interno. A modulacéao foi calculada
de acordo com o método 224 As sequéncias iniciadoras para MAP2,
DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK7 e NSE sao fornecidas na
listagem de sequéncias.

Imunomarcacgé&o e imagem celular

[00417] As células foram semeadas em laminas de camara de 8
pocos (Marienfeld Laboratory Glassware) a 5x10* células/pogo durante
a noite e foram tratadas com sobrenadante bacteriano a 10% por 24 h.
Para diferenciacdo, as células foram tratadas com 10 nM de RA por 5
dias antes de serem tratadas com sobrenadante bacteriano livre de
células por 24 h. Posteriormente, as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS por 20 minutos em temperatura
ambiente (TA). As células fixas foram lavadas com PBS e
permeabilizadas com 1% de Triton X-100 em PBS por 10 minutos. Apos
lavagem com PBS, as laminas foram incubadas com tampao de
bloqueio (4% BSA/PBS) por 1 hora a temperatura ambiente antes de
adicionar anticorpo anti-MAP2 ou B3-tubulina (sc-74421 e sc-80005
respectivamente, Santa Cruz Biotechnology Inc) diluido em 1% de
BSA/PBS por 12 h a 4°C. Eles foram entdo lavados duas vezes com
PBS, seguido de incubagdo com conjugado Alexa Flour 488 anti-
camundongo (Molecular Probes Inc) e faloidina conjugada Alexa Flour
594 (ab176757, Abcam) por 1 h a temperatura ambiente. Apds serem
lavadas 3X com PBS, as laminas foram coradas com DAPI e montadas
com Vectashield® (Vector Laboratories). As laminas foram visualizadas
usando um microscopio Axioskop 50 (Zeiss) equipado com uma objetiva
Korr de 63x/1,2 W e conjuntos de filtros adequados para a deteccao dos
fluorocromos utilizados. Os tempos de exposicdo manual para a
aquisicao digital de imagens imunomarcadas com MAP-2 foram

mantidos constantes, permitindo a comparacgao entre diferentes pocgos
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e tratamentos. Os tempos de exposicao a faloidina (F-actina) e DAPI
variaram de acordo com o campo de visdo. Os campos de visao
randomizados foram adquiridos usando uma céamera Qlmaging
controlada pelo software Image Pro Plus. As imagens foram salvas
como arquivos TIFF e abertas no Adobe Photoshop CC 2015.1.2.
Imagens das imagens de MAP-2, DAPI e Phalloidin foram entéo
sobrepostas e fundidas. Imagens representativas foram selecionadas
para ilustrar as diferencas de abundéancia e localizagdo das proteinas
examinadas.

Imunoblotting

[00418] Células SH-SY5Y cultivadas nas condigcdes indicadas
descritas acima, tratadas com MRx0005 e MRx0029 por 24h e depois
lisadas em tampao RIPA contendo coquetel de inibidores de protease
(Roche Diagnostics, Reino Unido). A concentragdo de proteina foi
estimada usando o kit de ensaio de proteina BCA (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL), separada por SDS-PAGE e transferida para uma
membrana de PVDF. As membranas foram entdo bloqueadas com 5%
de leite seco sem gordura ou 5% de BSA e incubadas durante a noite a
4°C com os anticorpos primarios (respectivamente MAP2 e 33-tubulina).
Os blots foram entdo incubados com o anticorpo secundario conjugado
com peroxidase de rabano silvestre (HRP) e as proteinas foram
detectadas pelo kit de deteccdo por quimioluminescéncia (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Para MAP2 e 33-tubulina, a B-actina serviu
como controle para monitorar a variabilidade da carga de proteinas
entre as amostras.

Resultados e Discussao

Expressao génica

[00419] As Figuras 7a (inser¢dao do grafico) e 49 mostram as
alteragdes induzidas por MRx0029 e MRX005 nos niveis de expressao
de Actina, Vilina, Ocludina, TJP1, TJP2, MAP2, DRD2, GABRB3, SYP,
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PINK1, PARK7 e NSE.
Microscopia e Imunoblotting
[00420] A Figura 50 mostra a alteragdo no nivel de expresséo de
MAP2 nas células SHSY5Y, conforme determinado por microscopia
confocal. Os niveis de expressdo de MAP2 e B3-tubulina também foram
quantificados por analise de imunoblot. Os resultados mostrados nas
Figuras 50M e 50N indicam que MRX029 induz um aumento na
expressao de nivel de MAP2.
Sequéncias
[00421] SEQID NO:1 (gene de Megasphaera massiliensis para RNA
ribossémico 16S, sequéncia parcial, cepa: NP3 - JX424772.1)

1 agagtttgat cctggctcag gacgaacgct ggcggcegtge ttaacacatg
caagtcgaac

61 gagaagagat gagaagcttg cttcttatca attcgagtgg caaacgggtg
agtaacgcgt

121 aagcaacctg cccttcagat ggggacaaca gctggaaacg gctgctaata
ccgaatacgt

181 ftctttccgcc gcatgacggg aagaagaaag ggaggccttc gggctttege
tggaggaggg

241 gcttgegtet gattagctag ttggaggggt aacggcccac caaggcgacg
atcagtagcc

301 ggtctgagag gatgaacggc cacattggga ctgagacacg gcccagactc
ctacgggagg

361 cagcagtggg gaatcttccg caatggacga aagtctgacg gagcaacgcc
gcgtgaacga

421 tgacggcctt cgggttgtaa agttctgtta tatgggacga acagggcatc
ggttaatacc

481 cggtgtcttt gacggtaccg taagagaaag ccacggctaa ctacgtgcca
gcagcegegg

541 taatacgtag gtggcaagcg ttgtccggaa ttattgggcg taaagggcgce
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gcaggcggcea

601 tcgcaagtcg gtcttaaaag tgcggggctt aaccccgtga ggggaccgaa
actgtgaagc

661 tcgagtgtcg gagaggaaag cggaattcct agtgtagcgg tgaaatgegt
agatattagg

721 aggaacacca gtggcgaaag cggctttctg gacgacaact gacgctgagg
cgcgaaagcc

781 aggggagcaa acgggattag ataccccggt agtcctggec gtaaacgatg
gatactaggt

841 gtaggaggta tcgactcctt ctgtgccgga gttaacgcaa taagtatcce
gcctggggag

901 tacggccgca aggctgaaac tcaaaggaat tgacgggggc ccgcacaagc
ggtggagtat

961 gtggtttaat tcgacgcaac gcgaagaacc ttaccaagcc ttgacattga
ttgctacgga

1021 aagagatttc cggttctict tcggaagaca agaaaacagg tggtgcacgg
ctgtcgtcag

1081 ctcgtgtcgt gagatgttgg gttaagtccc gcaacgagcg caacccctat
cttctgttge

1141 cagcacctcg ggtggggact cagaagagac tgccgcagac aatgcggagg
aaggcgggga

1201 tgacgtcaag tcatcatgcc ccttatgget tgggctacac acgtactaca
atggctctta

1261 atagagggac gcgaaggagc gatccggagc aaaccccaaa aacagagtcc
cagttcggat

1321 tgcaggctgc aactcgcctg catgaagcag gaatcgctag taatcgcagg
tcagcatact

1381 gcggtgaata cgttcccggg ccttgtacac accgcccgtc acaccacgaa
agtcattcac

1441 acccgaagcc ggtgaggcaa ccgcaaggaa ccagccgtcg aaggtggggg
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cgatgattgg

1501 ggtgaagtcg taacaaggt
[00422] SEQ ID NO:2 (sequéncia 16S de rRNA de consenso para a
cepa MRX0029 de Megasphaera massiliensis)
TGAGAAGCTTGCTTCTTATCGATTCTAGTGGCAAACGGGTGAGTA
ACGCGTAAGCAACCTGCCCTTCAGATGGGGACAACAGCTGGAAA
CGGCTGCTAATACCGAATACGTTCTTTCCGCCGCATGACGGGAAG
AAGAAAGGGAGGCCTTCGGGCTTTCGCTGGAGGAGGGGCTTGCG
TCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGA
TCAGTAGCCGGTCTGAGAGGATGAACGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAAGTTCTGTTATATGGGACGAACAGGACA
TCGGTTAATACCCGGTGTCTTTGACGGTACCGTAAGAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGCAT
CGCAAGTCGGTCTTAAAAGTGCGGGGCTTAACCCCGTGAGGGGA
CCGAAACTGTGAAGCTCGAGTGTCGGAGAGGAAAGCGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGG
CGAAAGCGGCTTTCTGGACGACAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG
CCAGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGT
AAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACTCCTTCTGTGCC
GGAGTTAACGCAATAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGCC
TTGACATTGATTGCTACGGAAAGAGATTTCCGGTTCTTCTTCGGAA
GACAAGAAAACAGGTGGTGCACGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTCT
GTTGCCAGCACCTCGGGTGGGGACTCAGAAGAGACTGCCGCAGA
CAATGCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCT
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TATGGCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTCTTAATAGAGGG
AAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCAAACCCCAAAAACAGAGTCCCA
GTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCAGGAATCG
CTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTCATTCACACCCGA
AGCCGGTGAGGCAACCGCAAG

[00423] Iniciadores usados para qPCR (com SEQ ID NO entre

colchetes)

Nome Sequéncia forward Sequéncia reverse
ACTB GATCAAGATCATTGCTCCTC (3) TTGTCAAGAAAGGGTGTAAC (4)
GAPDH GGTATCGTGGAAGGACTCATG (5) ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTC (6)
MAP2 CTCAGCACCGCTAACAGAGG (7) CATTGGCGCTTCTCTCCTC (8)
Ocludina | AAGAGGAATTTTGACACTGG (9) GCCATGTACTCTTCACTTTC (10)
T AAGTCACACTGGTGAAATCC (11) CTCTTGCTGCCAAACTATCT (12)
TJP2 CCCTCCCCTGGATCAGGAT (13) GCCATCAAACTCGTCCATCA (14)
Vilina CATTACCTGCTCTACGTTTG (15) AGATGGACATAAGATGAGGTG (16)

[00424] SEQID NO:17 (sequéncia de consenso de 16S rRNA para a
cepa MRX0005 de Parabacteroides distasonis)
AMCCGGGTGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTATGCAA
CTTGCCTATCAGAGGGGGATAACCCGGCGAAAGTCGGACTAATAC
CGCATGAAGCAGGGATCCCGCATGGGAATATTTGCTAAAGATTCA
TCGCTGATAGATAGGCATGCGTTCCATTAGGCAGTTGGCGGGGTA
ACGGCCCACCAAACCGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGG
TCCCCCACATTGGTACTGAGACACGGACCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGTGAGCCTGAACCAG
CCAAGTCGCGTGAGGGATGAAGGTTCTATGGATCGTAAACCTCTT
TTATAAGGGAATAAAGTGCGGGACGTGTCCCGTTTTGTATGTACC
TTATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTG
CGTAGGCGGCCTTTTAAGTCAGCGGTGAAAGTCTGTGGCTCAACC
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ATAGAATTGCCGTTGAAACTGGGAGGCTTGAGTATGTTTGAGGCA
GGCGGAATGCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATCACGCA
GAACCCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCCAAGCCATTACTGACGCT
GATGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCAGTAAACGATGATCACTAGCTGTTTGCGATACACTGT
AAGCGGCACAGCGAAAGCGTTAAGTGATCCACCTGGGGAGTACG
CCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGAGGAACATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTA
CCCGGGTTTGAACGCATTCGGACMGAKGTGGAAACACATTTTCTA
GCAATAGCCATTTGCGAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
CCGTGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTGC
CACTAGTTACTAACAGGTAAAGCTGAGGACTCTGGTGGGACTGCC
AGCGTAAGCTGCGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCAGCACG
GCCCTTACATCCGGGGCGACACACGTGTTACAATGGCGTGGACA
AAGGGAAGCCACCTGGCGACAGGGAGCGAATCCCCAAACCACGT
CTCAGTTCGGATCGGAGTCTGCAACCCGACTCCGTGAAGCTGGAT
TCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGGAGCCGGGGGTA
CCTGAAGTCCGTAACCGCGAGGATCGGCCTAGGGTAAAACTGGT
GACTGGGGCTAAGTCGTACGGGG

[00425] Iniciadores e sondas usados para qPCR ex vivo (com SEQ
ID NO entre colchetes)

Ex vivo:

GATTACTGC TCTGGCTCCTAG,  GAC ICATCG TACTCCTGCTTG (19)  /56-FAMICTG GCC TCA/ZENICTG TCC
(18) ACCTTCC/3IABKFQ/  (20)
AAT GGT GAAGGTCGGTGTG (, GTGGAGTCATACTGGAACATGTAG  /56-FAMITGC ARA TGG /ZENICAG CCC
(22) 166 TG3IABKFQ/ (23)
GCT GCC TTGATG TTTACT TTGAC ~ GCA ACC GAA GTA TGA AAT AAC CA 156-FAM/ACC AGG TGA /ZEN/GAA GAG
(24) () TeATGACCATCC BIABKFQ)  (26)
AGCCAGAGTCCTTCAGAGA  (37) TCCTTAGCCACTCCTTCTGT 0 /S6-FAMICCT ACC CCA ZENIATT TCC
AAT GCT CTC CT/3IABKFQ/ (29)

Iniciadores adicionais usados em gPCR (com SEQ ID NO entre

colchetes)
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ID de gene  Sequéncia forward Sequéncia reverse
NSE CCCTGTATCGTAAGAACGGT (30) GCCACCATTGATCACGTTGA (31)
PINKL  CCCAAGCAACTAGCCCCTC (32) GGCAGCACATCAGGGTAGTC (33)
PARK7 GTAGCCGTGATGTGGTCATTT (34) CTGTGCGCCCAGATTACCT (35)
SYP CTCGGCTTTGTGAAGGTGCT (36) GGCTTCATGGCATCAACTTCA (37)
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REIVINDICACOES

1. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende:

(i) uma cepa bacteriana comensal e

(ii) um ou mais acidos organicos com a seguinte
féormula:

R"-COOH:; ou sais farmaceuticamente aceitaveis ou ésteres
dos mesmos.

2. Composigcdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que R" compreende um grupo alquila,
alquenila, alquinila ou arila.

3. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, caracterizada pelo fato de que R" é um
hidrocarboneto linear, ramificado, ciclico, parcialmente ciclico ou
aromatico.

4. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, caracterizada pelo fato de que R"
compreende pelo menos 5 atomos de carbono.

5. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, caracterizada pelo fato de que R"
compreende na faixa de 5 a 20 carbonos.

6. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R"é R'e R' é
um grupo alquila compreendendo 5 carbonos.

7. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R"é R'e R' ¢
uma alquila e consiste em 5 atomos de carbono.

8. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o um ou mais
acidos orgéanicos compreendem acido hexanoico ou um sal

farmaceuticamente aceitavel ou éster do mesmo.
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9. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R" é R? e R?
compreende um grupo arila compreendendo um grupo fenila.

10. Composigao, de acordo com a reivindicagédo 9,
caracterizada pelo fato de que o grupo fenila compreende um
substituinte de hidroxila, em que opcionalmente o grupo hidroxila esta
na posicao 4.

11. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o um ou mais
acidos organicos compreendem o acido 4-hidroxifenilacético.

12. Composig¢ao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R" ¢ R® e R3
compreende um grupo alquila ramificado.

13. Composig¢ao, de acordo com a reivindicagdao 12,
caracterizada pelo fato de que R" é R3 e R3 compreende pelo menos 5
atomos de carbono, em que opcionalmente R® compreende na faixa de
5 a 9 atomos de carbono.

14. Composi¢ao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 12 e 13, caracterizada pelo fato de que R3® compreende
um grupo butila.

15. Composi¢ado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 12 a 14, caracterizada pelo fato de que R® compreende
ainda um grupo propila.

16. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o um ou mais
acidos organicos compreendem acido valproico ou um sal
farmaceuticamente aceitavel ou éster do mesmo.

17. Composi¢ao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R" ¢ R* e R*

compreende um grupo alquenila parcialmente ciclico.
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18. Composigao, de acordo com a reivindicagao 17,
caracterizada pelo fato de que R* compreende na faixa de 14 a 21
carbonos.

19. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 17 e 18, caracterizada pelo fato de que R* compreende
na faixa de 1 a 8 grupos metila substituintes.

20. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 17 a 19, caracterizada pelo fato de que R* compreende
na faixa de 1 a 8 ligagdes duplas carbono-carbono.

21. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o um ou mais
acidos organicos compreendem acido retinoico ou um derivado do
mesmo, ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou éster do mesmo.

22. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R"é R°e R° é
um grupo alquila compreendendo 4 atomos de carbono.

23. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes anteriores, caracterizada pelo fato de que R"é R°e R® ¢
um grupo alquila que consiste em 4 atomos de carbono.

24. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que o um ou mais
acidos orgéanicos compreendem acido valérico ou um sal
farmaceuticamente aceitavel ou éster do mesmo.

25. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
induz uma ou mais fungdes fisioldgicas selecionadas da lista que
consiste em: promover desenvolvimento de neurites, restauragao
neurolégica, neuroprotegdo, inibir a desacetilagdo de histonas,
aumentar a ativacao de BDNF, aumentar a producgao de indol, reduzir a

ativacao de IL-6 e aumentar ativacao de IL-8.



4/11

26. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a cepa
bacteriana comensal produz um acido graxo de cadeia curta.

27. Composicao, de acordo com a reivindicagao 26,
caracterizada pelo fato de que o acido graxo de cadeia curta é acido
butirico.

28. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a cepa
bacteriana comensal produz acido succinico.

29. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a cepa
bacteriana comensal € de um género selecionado da lista que consiste
em Bacteroides, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Bifidobacterium,
Staphylococcus, Lactobacillus, Megasphaera, Clostridium, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Faecalibacterium, Peptostreptococcus ou
Peptococcus.

30. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a cepa é do
género Megasphaera ou é da espécie Megasphaera massiliensis.

31. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a cepa
bacteriana tem uma sequéncia de 16s rRNA que € pelo menos 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 99,9% idéntica a SEQ ID NO:2.

32. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a bactéria
comensal é a cepa depositada no NCIMB sob o numero de acesso
NCIMB 42787.

33. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a bactéria

comensal é capaz de aumentar a ativacao de |IL-8 quando administrada
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no trato gastrointestinal.

34. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que é para uso em
medicina.

35. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
uma cepa bacteriana comensal para uso em um método de tratamento
ou prevengao de uma doenga em um sujeito, em que a composigao
deve ser administrada em combinagdo com um acido organico, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel ou éster do mesmo.

36. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
um ou mais acidos organicos ou sais farmaceuticamente aceitaveis ou
ésteres dos mesmos para uso em um método de tratamento ou
prevengao de uma doenga em um sujeito, em que a composi¢ao deve
ser administrada em combinagdo com uma cepa bacteriana comensal.

37. Composi¢cdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que é para uso em
um método de tratamento ou prevencdo de uma doenca
neurodegenerativa.

38. Composicao para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 35 e 36 ou 37 quando dependente de qualquer uma das
reivindicagdes 35 e 36, caracterizada pelo fato de que o acido organico
tem a seguinte féormula: R-COOH, em que R compreende um grupo
alquila, alquenila, alquinila ou arila e compreende na faixa de 4 a 20
atomos de carbono.

39. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
uma cepa de uma bactéria comensal para uso no tratamento ou
prevencao de um disturbio neurodegenerativo em um sujeito, em que a
cepa produz um ou mais acidos organicos com a seguinte féormula: R*-
COOH,

em que R* compreende um grupo alquila compreendendo na
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faixa de 4 a 11 carbonos,

ou em que R* compreende um grupo fenila com um grupo
hidroxila substituinte, opcionalmente em que o grupo hidroxila esta na
posigao 4.

40. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende
uma cepa de uma bactéria comensal para uso no tratamento de lesao
cerebral em um sujeito, em que a cepa produz um ou mais acidos
organicos com a seguinte férmula: R*-COOH,

em que R*compreende um grupo alquila compreendendo na
faixa de 4 a 11 carbonos,

ou em que R* compreende um grupo fenila com um grupo
hidroxila substituinte, opcionalmente em que o grupo hidroxila esta na
posicao 4.

41. Composigao, de acordo com a reivindicagado 39 ou 40,
caracterizada pelo fato de que a cepa produz acido hexanoico.

42. Composi¢ao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 39 a 41, caracterizada pelo fato de que a cepa produz
acido 4-hidroxifenilacético.

43. Composig¢ao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 39 a 42, caracterizada pelo fato de que a cepa produz
acido valérico.

44. Composig¢ao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 39 a 43, caracterizada pelo fato de que a cepa produz
acido hexanoico, acido valérico e acido 4-hidroxifenilacético.

45. Composigao para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 39 a 44, caracterizada pelo fato de que a cepa também
produz um acido graxo de cadeia curta.

46. Composigao para uso, de acordo com a reivindicacao 45,
caracterizada pelo fato de que o acido graxo de cadeia curta é o acido

butirico.
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47. Composigao para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 36 a 46, caracterizada pelo fato de que a cepa também
produz acido succinico.

48. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 39 a 47, caracterizada pelo fato de que a cepa é do
género Megasphaera, ou é da espécie Megasphaera massiliensis.

49. Composigao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 39 a 48, caracterizada pelo fato de que a cepa bacteriana
tem uma sequéncia de 16s rRNA que é pelo menos 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou 99,9% idéntica a SEQ ID NO:2.

50. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 39 a 49, caracterizada pelo fato de que a bactéria
comensal & capaz de aumentar a ativagao de |IL-8 quando administrado
no trato gastrointestinal.

51. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 39 a 50, caracterizada pelo fato de que a bactéria
comensal é a cepa depositada no NCIMB sob o numero de acesso
NCIMB 42787.

52. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 39 a 51, caracterizada pelo fato de que a composicéo
compreende duas ou mais cepas de bactérias comensais.

53. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 52,
caracterizada pelo fato de que a composi¢cao compreende uma cepa da
especie Parabacteroides distasonis e uma cepa da espécie
Megasphaera massiliensis.

54. Composicdo, de acordo com a reivindicagcao 53,
caracterizada pelo fato de que a cepa da espécie Parabacteroides
distasonis tem uma sequéncia de 16s rRNA que é pelo menos 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 99,9% idéntica a SEQ ID NO:17, ou

em que a cepa da espécie Parabacteroides distasonis possui a
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sequéncia de 16s rRNA representada pela SEQ ID NO:17, e em que a
cepa da espécie Megasphaera massiliensis possui uma sequéncia de
16s rRNA que é pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou
99,9% idéntica a SEQ ID NO:2, ou em que a cepa da espécie
Megasphaera massiliensis tem a sequéncia de rRNA 16s representada
pela SEQ ID NO:2.

55. Composicdo, de acordo com a reivindicacao 54,
caracterizada pelo fato de que compreende a cepa depositada no
NCIMB sob o numero de acesso NCIMB 42787 e a cepa depositada no
NCIMB sob o numero de acesso NCIMB 42382.

56. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composic¢ao
€ para uso no tratamento de um disturbio neurodegenerativo e o
disturbio neurodegenerativo é selecionado do grupo que consiste na
doenca de Parkinson, incluindo paralisia supranuclear progressiva,
paralisia supranuclear progressiva, sindrome de Steele-Richardson-
Olszewski, hidrocefalia de pressao normal, parkinsonismo vascular ou
arteriosclerético e parkinsonismo induzido por farmaco; doenca de
Alzheimer, incluindo sindrome de Benson; esclerose multipla; doenca
de Huntington; esclerose lateral amiotréfica; doenga de Lou Gehrig;
doenca do neurénio motor; doenca do prion; ataxia espinocerebelar;
atrofia muscular espinhal; deméncia, incluindo corpo de Lewy,
deméncia vascular e deméncia frontotemporal; afasia progressiva
primaria; comprometimento cognitivo leve; comprometimento cognitivo
relacionado ao HIV, neuropatia inflamatdria progressiva e degeneragao
corticobasal.

57. Composicao para uso, de acordo com a reivindicacao 56,
caracterizada pelo fato de que a composicao € para uso em um método
de tratamento ou prevencao da doencga de Parkinson.

58. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
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reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um método de tratamento ou prevengdo de doenca
neurodegenerativa de inicio precoce.

59. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um método para prevenir ou retardar o inicio ou a
progressao de um disturbio neurodegenerativo.

60. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um método para reduzir a inflamagao no tratamento ou
prevencao de uma doenga neurodegenerativa.

61. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composigao
€ para uso na reducdo da morte de neurbnios ou na protecdo de
neurénios.

62. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um método para prevenir ou retardar o inicio ou a
progressao de um disturbio neurodegenerativo.

63. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um método de redugdo da inflamacao mediada por IL-6
no tratamento ou prevengao de uma doenga neurodegenerativa.

64. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um método de reducao dos niveis de IL-6 e/ou NFkB no
tratamento ou prevencgao de um disturbio neurodegenerativo.

65. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao

€ para uso em um meétodo para aumentar a neuritogénese em um sujeito
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no tratamento ou prevencao de uma doenca neurodegenerativa.

66. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso em um metodo para aumentar a neuritogénese por indugao
da atividade de MAP2.

67. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de que a composicao
€ para uso na reducao da morte neuronal no sujeito.

68. Composicao, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 39, caracterizada pelo fato de que a composigao é
para uso no tratamento de les&o cerebral em um sujeito.

69. Composicao, de acordo com a reivindicacao 40 ou 68,
caracterizada pelo fato de que a composi¢cao é para uso no tratamento
de lesao cerebral e a lesdo cerebral é acidente vascular cerebral, como
isquemia cerebral, isquemia cerebral focal, acidente vascular cerebral
isquémico ou acidente vascular cerebral hemorragico.

70. Composicdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 39 a 69, caracterizada pelo fato de que a cepa bacteriana
comensal é projetada para produzir o acido organico.

71. Produto alimenticio, caracterizado pelo fato de que
compreende a composicdo, como definida em qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, para o uso como definido em qualquer uma
das reivindicagcdes anteriores.

72. Composicado de vacina, caracterizada pelo fato de que
compreende a composicdo, como definida em qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, para o uso como definida em qualquer uma
das reivindicacdes anteriores.

73. Método para tratar ou prevenir um distarbio
neurodegenerativo, caracterizado pelo fato de que compreende a

administracdo de uma composi¢cao como definida em qualquer uma das



11/11

reivindicacdes anteriores, a um paciente em necessidade da mesma.
74. Método para tratar lesédo cerebral, caracterizado pelo fato

de que compreende a administracdo de uma composigao como definida

em qualquer uma das reivindicagbes anteriores, a um paciente em

necessidade da mesma.
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FIG. 3 secrecio de IL-8 de U373
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FIG. 6 Inibigao de ativagio de NFkB-AP1 induzido por LPS em HEK-TLR4
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FIG 11 Neuroprotecao — viabilidade celular
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FIG. 13A
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FIG. 15C
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FIG 19 Producao de neurotransmissores no cérebro
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FIG. 22C
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FIG. 22E Permeabilidade no ileo
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RESUMO
"COMPOSIGCOES COMPREENDENDO CEPAS BACTERIANAS".
A invencao fornece composi¢cdes que compreendem cepas
bacterianas comensais e acidos organicos € usos dos mesmos no

tratamento de doencas.



Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
biologicas.

Cdédigo de Controle

Campo 1

3C3793815¢Cc801BCHB

Campo 2

27 9 4F 4 F C7 6BF 390DE

Outras Informacoes:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncia - P244285.TXT
- Data de Geragéo do Codigo: 13/12/2019
- Hora de Geracao do Cédigo: 17:52:05
- Cbdigo de Controle:
- Campo 1: 3C3793815C801BCB
- Campo 2: 2794F4FC76BF39DE




