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BACTERIA PROBIOTICA QUE COMPREENDEM METAIS,
NANOPARTICULAS METALICAS E USOS DAS MESMAS
Campo da Invencéo

[0001] A presente invencdo @ situa-se
dentro do campo das bactérias probidticas e, mais

especificamente, refere-se as bactérias carregadas com ions
metalicos e / ou nano particulas metalicas, ao uso destas
bactérias probidticas para a profilaxia ou tratamen to de
enfermidades de deficiéncias de minerais, ao uso de stas
bactérias como agente de contraste para imagiologia do
trato digestivo e ao uso destas bactérias para o tr atamento
de céancer.

Antecedentes da Invencéo

[0002] Os minerais constituem um dos
cinco grupos fundamentais de nutrientes necessarios para a
vida. A desnutricdo de micronutrientes afeta >50% da
populacdo mundial. Em particular, ferro, zinco e ¢ alcio
sao considerados um problema de saude publica emerg ente na
maior parte dos paises em desenvolvimento. Nos pai ses

desenvolvidos também  existem  sérios problemas de
deficiéncia de minerais devido aos habitos alimenta res
inapropriados que tem prevalecido sobre o conforto e prazer
para a saude. A deficiéncia de ferro € o problema

nutricional mais comum no mundo. Além de afetar um grande
namero de criangas e mulheres nos paises desenvolvi dos, € a

Gnica  deficiéncia de  nutrientes que é  também

significativamente predominante em paises industria lizados.
As consequéncias da anemia por deficiéncia de ferro sao
muito graves. A anemia resultante da deficiéncia d e ferro
em criangas jovens tornou-se muito comum uma vez qu eo
nivel de ferro biodisponivel na dieta de uma criang a tipica
€ baixo, enquanto que o seu rapido crescimento requ er um

nivel muito mais elevado de ferro. As consequéncia s da
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anemia por deficiéncia de ferro (IDA) sdo muito sér las uma
vez que esta associada com o desenvolvimento cognit ivo e
psicomotor, crescimento reduzido e resisténcia dimi nuida a
infeccéo.

[0003] Para aumentar a ingestdo diaria
destes minerais, suplementos alimentares contendo n umerosos
suplementos alimenticios que contém diferentes form as
inorganicas e organicas destes metais estdo comerci almente
disponiveis. De qualquer forma, é bastante conheci do que
0S sais inorganicos tém uma biodisponibilidade muit 0 baixa.
Os sais organicos comumente baseados em gluconato, citrato,
ou outras moléculas, sdo caracterizados por um efei to
sistémico maior. As doses terapéuticas dos supleme ntos de
ferro, que sédo prescritas para anemia por deficiénc ia de
ferro, podem causar efeitos colaterais gastrointest inais
tais como nausea, vomito, prisdo de ventre, diarréi a, fezes
de cor escura, e / ou desconforto abdominal. Por e ssa
razdo, existe uma necessidade no sentido de proporc ionar
novas formulacbes para a suplementacdo de metal, co m
particularidade para a suplementacao de ferro, com efeitos

colaterais gastrointestinais minimos.

Sumario da Invencéo

[0004] De acordo com um primeiro aspecto,
a invencao refere-se a uma bactéria selecionada a p artir de
bactérias lacticas e uma bactéria do género Bifidobactéria
gue compreende pelo menos uma nano particula de met al

ligada a sua superficie.

[0005] De acordo com um segundo aspecto,
a invencdo refere-se a um meétodo para a obtencdo de uma
bactéria selecionada a partir de uma bactéria de ac ido
lactico e uma bactéria do género Bifidobactéria que

compreende pelo menos uma ligacdo de metal a sua

superficie, que compreende contactar as ditas bacté rias com
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pelo menos o dito metal, em que o dito contacto é r ealizado
na presenca de pelo menos um sal de um cétion dival ente e
sob uma temperatura em que o crescimento das referi das
bactérias € compreendido por substancialmente reduz ido.

[0006] De acordo com um terceiro aspecto,
a invencao refere-se a uma bactéria que pode ser ob tida por

meio do método de acordo com o segundo aspecto.

[0007] De acordo com um quarto aspecto, a
invencao refere-se a uma cultura biologicamente pur a de uma
bactéria de acordo com o primeiro aspecto ou uma ba ctéria

de acordo com o terceiro aspecto.

[0008] De acordo com um quinto aspecto, a
invencao refere-se a um género alimenticio que comp reende
uma bactéria de acordo com o primeiro aspecto ou um a
bactéria de acordo com o terceiro aspecto ou uma cu ltura

biologicamente pura de acordo com o quarto aspecto.

[0009] De acordo com um sexto aspecto, a
invencdo refere-se a uma composicdo farmacéutica qu e
compreende a bactéria de acordo com seja o0 primeiro aspecto
ou uma bactéria de acordo com o terceiro aspecto ou uma
cultura biologicamente pura de acordo com o quarto aspecto

e um carreador farmaceuticamente aceitavel.

[0010]De acordo com um sétimo aspecto, a invencao

refere-se a uma bactéria selecionada a partir de a bactéria
de o primeiro aspecto e a bactéria de o terceiro as pecto,
ou uma cultura biologicamente pura de acordo com o guarto
aspecto, para o seu uso no tratamento e / ou preven ¢céo de
uma enfermidade ou condi¢cdo associada com a deficié ncia de
um metal, em que a bactéria compreende o metal que é
deficiente na dita enfermidade ou condicdo e em que a

bactéria ou cultura é administrada de forma oral.
[0011] De acordo com um oitavo aspecto, a

invencao refere-se a uma bactéria selecionada a par tir da
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bactéria do primeiro aspecto e da bactéria do terce iro
aspecto, ou uma cultura biologicamente pura de acor docomo
quarto aspecto, para 0 UsSO seu uso no tratamento de cancer,
em que o metal é compreendido de acordo com uma nan 0

particula magnética.

[0012] De acordo com um nono aspecto, a
invencdo refere-se a um método ndo terapéutico para a
distribuicdo de um metal no intestino de um pacient e, que
compreende a administracdo oral de uma bactéria de acordo
com o primeiro aspecto ou a bactéria do terceiro as pecto ou

a cultura biologicamente pura do quarto aspecto.

[0013] De acordo com um décimo aspecto, a
invencdo refere-se ao uso de uma bactéria de acordo com
seja 0 primeiro aspecto ou uma bactéria de acordo c om o
terceiro aspecto ou uma cultura biologicamente pura de
acordo com o quarto aspecto como agente de contrast e para
imagiologia de ressonéncia magnética, em que 0 meta | e
compreendido de acordo com uma nano particula magnée tica.

[0014] De acordo com um décimo primeiro

aspecto, a invencado refere-se a um método para a
imagiologia de ressonancia magnética do trato diges tivo de

uma paciente que compreende:

@ Administrar de forma oral a dita
paciente a bactéria de acordo com o primeiro aspect 0, ou
uma bactéria de acordo com o terceiro aspecto, ou u ma
cultura biologicamente pura de acordo com o quarto aspecto,
ou um agente de contraste que compreende uma bactér ia de
acordo com o primeiro aspecto, ou uma bactéria de a cordo
com o terceiro aspecto, ou uma cultura biologicamen te pura

de acordo com o quarto aspecto, em que o metal é
compreendido de acordo com uma nanoparticula e,
(i) detectar as nanoparticulas de metal no

trato digestivo da paciente.
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Descricéo Breve Das Figuras

Figura 1. Imagens de Microscopia Eletronica de
Transmissdo de camadas de camadas de ajuste fino de

bactérias magnéticas artificiais embutidas de acord 0 com
uma resina epoxi amorfa. Nanoparticulas de maghemit a a)
positivas e b) negativas e c) bactérias sem biofilm e de
EPS. Observe como ocorre o enxerto de nanoparticul as

quando as bactérias contém bioflme de EPS e as

nanoparticulas sédo positivas. d) Mapeamento de Fe d e uma
bactéria que contém maghemita mostrando como o ferr 0 se
acumula seletivamente na superficie externa bacteri ana.

Figura 2. uma imagem TEM n&o contrastada tipica
de bifidobactérias depois de incubacdo com formacao de
nanoparticulas de maghemita positivas formando como que um
pudim de ameixa.

Figura 3. (a) Dispersdo de bactérias magnéticas
artificiais no meio aquoso seguida por (b) separaca o das
bactérias magnéticas por um campo magnético.

Figura 4. Deposicdo de bactérias magnéticas
artificiais marcadas co m corante SYTO9 verde em po lilisina
na presenca de um ima externo.

Figura 5. Remocdo de ferro na dependéncia de

tempo a partir de bactérias que contém nanoparticul as de
oxido de ferro em meios que imitam estdmago e intes tino.
Note-se que o nivel de ferro removido no meio de in testino
is significativamente mais alto do que aquele do es tdbmago.

Figura 6. Dependéncia de tempo de bactérias de

remocao de célcio em meios que imitam estdmago e in testino.
Figura 7. Dependéncia de tempo de bactérias de

remocao de zinco em meios que imitam estdmago e int estino.
Figura 8. (A) A imagem de SEM mostra as bactérias

depois da incubacdo com Ca2+. (B) Espectro de EDX m ostrou o

pico K o de 3,8 eV caracteristico de Ca.



6/65

Figura 9. (A) A imagem de SEM mostra as bactérias
depois da incubagdo com maghemita e Ca2+. (B) O es
de EDX mostrou os picos K
caracteristicos de Fe e Ca, respectivamente.

Figura 10. Uma imagem de corpo inteiro MRI de um

camundongo, depois de 6 h de administracdo de bacté

conttm nanoparticulas de maghemita. A morfologia d

algumas partes superiores do intestino é evidente d

contraste  positivo (escuro) devido ao acumulo de

nanoparticulas magnéticas.

Figura 11. Uma imagem de corpo inteiro MRI de um

camundongo, depois de 12 h de administracdo de bact
que contém nanoparticulas de maghemita. A morfolog
algumas partes superiores do intestino é evidente d
contraste  positivo (escuro) devido ao acumulo de
nanoparticulas magnéticas.

Descricao Detalhada Da Invencao

[0015]

observaram que uma bactéria de acido

lactico ou uma
bactéria do género Bifidobactéria
nanoparticula de metal a sua superficie de acordo ¢
maneira dependente de pH. A associacdo entre a bac
uma nanoparticula de metal é estavel sob aquelas co
de pH sob as quais uma nanoparticula é dotada de um
de superficie positiva (Figura 1). Além disso, o0s
inventores observaram que as condi¢cées de pH sob as
uma nanoparticula de metal é associada de forma est

a bactéria sobreposta com as condicdes de pH &cido
estbmago, enquanto que as condicbes de pH no intest
permitem a dissociagdo entre uma nanoparticula de m
bactéria com a subsequente distribuicdo duma nanopa

de metal (Exemplo 2). Com base nesta propriedade,

inventores desenvolveram um método para administrar

pectro

a de 6,2 eV e 38 eV
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Os inventores da presente invencao
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suplementos de metais a pacientes com necessidade d 0s
mesmos por meio da administracdo oral de uma bactér ia que
contém metais e / ou nanoparticula de metais de aco rdo com
a invencdo. Estas bactérias, da mesma forma que um a
cultura destas bactérias, também podem ser formulad as na
forma de uma composicao farmacéutica ou formar part e de um
género alimenticio ou produto nutricional. Além di Sso, com
base na capacidade das bactérias de acido lactico e das
bifidobactérias chegar a areas de hipdoxia do tumor, as
bactérias associadas a nanoparticula, também poderi am ser
utilizadas para direcionar um composto de interesse a um
tumor. Além disso, as Dbactérias transportando
nanoparticulas magnéticas associadas as suas superf icies
sdo capazes de destruir células tumorais quando sub metidas
a um aumento seletivo da temperatura (hipertermia) na

vizinhanca do tumor quando da aplicacdo de um campo

magnético alternativo na faixa da radiofreqiiéncia.

[0016] Finalmente, o0s inventores da
presente invencdo também observaram que as bactéria S
carregadas de nanoparticulas de metal sdo adequadas para a

imagiologia do sistema gastrointestinal por meio de

ressonancia magnética (MRI) (exemplo 4). Deste mod 0 estas
bactérias também sdo adequadas para 0 uso como agen tes de
contraste de MR oral.

Bactéria e cultura

[0017] De acordo com um primeiro aspecto,
a invencdo refere-se a uma bactéria, daqui em diant e
“bactéria da invencdo”, selecionada a partir de uma
bactéria de acido lactico e uma bactéria do género
Bifidobactéria gue compreende pelo menos uma nanoparticula

de metal ligada a sua superficie.
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[0018] A bactéria  da invencao é
selecionada a partir de uma bactéria de acido lacti CO e uma
bactéria do género Bifidobactéria

[0019] O termo “bactéria de acido
lactico” ou “LAB”, da forma que é utilizado neste ¢ ontexto,
refere-se a qualquer bactéria capaz de produzir, co mo seu
produto final metabdlico principal de fermentacdo d e

carboidrato, acido lactico ou pelo menos um de seus

derivados (incluindo, sendo que nao se fica limitad 0 aos
mesmos, acido acético ou acido propidnico): por ess a razao
o termo destina-se a incluir bactérias de acido pro piénico
(PAB), que produzem &cido propiénico na forma de um produto
de fermentacdo de carboidrato. Exemplos ilustrativ 0S nao
limitativos de bactérias de acido lactico sdo compr eendidos
por bactérias dos géneros Lactobacillus ,  Leuconostoc
Pediococcus , Lactococcus, Propionibactéria e Streptococcus
da mesma forma que os géneros da ordem Lactobacillales
Aerococcus Carnobactéria Enterococcus Oenococcus
Teragenococcus , Vagococcus e Weisella. Tipicamente, a
bactéria do acido lactico € selecionada a partir da S
espécies Leuconostoc spp., Lactococcus cremoris,
Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus casei, Lactobacillus kefiri, Lactobac illus
bifidus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus helvet icus,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus,

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus curvatus,

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus sakei,

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus farciminis, Lactobacillus lactis,

Lactobacillus delbreuckii, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  paraplantarum, Lactobacillus crispatu S,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii e

Lactobacillus jensenii.
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[0020] De acordo com uma concretizagao
preferida, a bactéria de acido lactico é uma bactér ia do
género Lactobacillus . Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo * Lactobacillus ", refere-se a um género
que é descrito na base de dados NCBI pela Taxonomia ID
1578. De acordo com uma concretizacdo particular, a
bactéria de acido lactico é selecionada a partir do grupo
que consiste de Lactobacillus fermemtun ,  Lactobacillus
gasseri , Lactobacillus reuteri , Lactobacillus coryniformis ,
Lactobacillus casei , Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

plantarum, Lactobacillus salivarius e Lactobacillus
bulgaricus. De acordo com uma concretizacdo de maior
preferéncia, a bactéria de acido lactico € compreen dida por

Lactobacillus fermentum . Otermo “ Lactobacillus fermentum

ou “ L. fermentum refere-se a uma espécie do género
Lactobacillus gue € descrita na base de dados NCBI pela
Taxonomia ID 1613.

[0021] Da forma que é utlizado neste

contexto, o termo “bactéria do género Bifidobactéria ou
“bifidobactéria”, refere-se a um género de bactéria S que se
encontra descrito na base de dados NCBI database co m a
Tanoxonomia ID 1678. Exemplos ilustrativos, n&o

limitativos de Bifidobacteria adequadas sdo compreendidos
pelas espécies Bifidobactéria lactis, Bifidobactéria

bifidium, Bifidobactéria longum, Bifidobactéria ani malis,
Bifidobactéria breve, Bifidobactéria infantis,

Bifidobactéria catenulatum, Bifidobactéria
pseudocatenulatum, Bifidobactéria adolescentis, e
Bifidobactéria angulatum. De acordo com uma concretizacao
particular, a bactéria do género Bifidobactéria é

selecionada a partir do grupo que consiste de

Bifidobactéria breve, Bifidobactéria longum , Bifidobactéria

animalis , Bifidobactéria infantum e Bifidobactéria
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animalis . De acordo com uma concretizagdo de maior
preferéncia, a bactéria do género Bifidobactéria é
compreendida pela Bifidobactéria  breve : O termo

“ Bifidobactéria breve "ou*“ B.breve " refere-se as espécies

do género  Bifidobactéria que se encontra descrito na base

de dados NCBI pela Taxonomia ID 1685.

[0022] De acordo com outra concretizagcéo
particular, a bactéria do acido lactico ou a bifido bactéria
da invencéo € compreendida por uma bactéria que é ¢ apaz de
ser transferida para a glandula mamaria depois da i ngestao
oral. Para se detectar a capacidade de ser transfe rida
para a glandula mamaria, podera ser utilizado um en saio tal
como aquele descrito no pedido W0O2004003235 para de tectar a
transferéncia de um microorganismo para o leite dep ois da
ingestdo oral. Exemplos dessas bactérias encontram -se
expostos no pedido internacional WO2008145756. De acordo
com uma concretizagcdo mais particular, a bactéria d e acido
lactico ou a bactéria do género Bifidobactéria capaz de ser
transferida para a glandula mamaria depois da inges tdo oral

€ selecionada a partir do grupo que consiste de:

- Bifidobactéria breve depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 7263

- Lactobacillus fermentum depositado no CECT
sob o N°. de acesso 5716

- Lactobacillus  coryniformis depositado no
CECT sob o N°. de acesso 5711

- Lactobacillus salivarius depositado no CECT
sob o N°. de acesso 5713

- Lactobacillus gasseri depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 5714

- Bifidobactéria breve depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 7264
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- Lactobacillus reuteri depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 7260,

- Lactobacillus plantarum depositado no CECT
sob o N°. de acesso 7262,

- Lactobacillus fermentum depositado no CECT
sob o N°. de acesso 7265,

- Lactobacillus reuteri depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 7266,

- Enterococcus hirae depositado no CECT sob o
N°. de acesso 7410,

- Lactobacillus plantarum depositado no CECT
sob o N°. de acesso N° 7412,

- Enterococcus faecalis depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 7411,

- Lactobacillus salivarius depositado no CECT
sob o N°. de acesso 7409 e

- Lactobacillus reuteri depositado no CECT sob
0 N°. de acesso 7413.

[0023] A bactéria da invengdo compreende

pelo menos uma nanoparticula de metal ligada a sua

superficie. Da forma que € utilizado neste context 00
termo  “nanoparticula de metal’, refere-se a uma
nanoparticula que compreende um metal. Da forma qu e é
utilizado neste contexto, o termo “nanoparticula”, refere-
se a uma particle que é dotada de um diametro varia vel
desde cerca de 1 até cerca de 1000 nanémetros. De acordo
com uma concretizacao particular, as nanoparticulas para o
uso de acordo com a invencao tipicamente sdo dotada s de an
um diametro médio de particula o qual € variavel de sde 2
atée 50 nm, de preferéncia a partir de 4 até 10 nm, com
maior preferéncia 8 nm. O diametro médio de partic ula é

compreendido pela dimensdo de particula média maxim a,
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ficando entendido que as particulas ndo séo necessa riamente
esféricas. Convenientemente, a dimensao de particu la pode
ser medida utilizando-se técnicas convencionais tai S como

técnicas de microscopia, por exemplo, microscopia
eletrbnica de transmisséo. De acordo com uma
concretizacdo, as nanoparticulas para o uso de acor do coma
invencdo sdo dotadas de uma forma esférica ou
substancialmente esférica. De forma conveniente, a forma
pode ser avaliada por meio de técnicas de microscop ia de
luz ou eletrénica convencional.

[0024] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “metal” refere-se a qualquer elem ento,

composto ou liga que é um bom condutor tanto de

eletricidade quanto de calor. De acordo com uma
concretizacao particular, o metal é selecionado a p artir do
grupo que consiste de ferro, manganés, cobalto, niq uel,
calcio, zinco, magnésio, potassio, cobre, cromo, se Iénio,
silicio, iodo e as suas combinacdes. De acordo com uma
concretizacao preferida, o metal é selecionado a pa rtir do
grupo que consiste de ferro, calcio, zinco, selénio e uma
combinagdo dos mesmos. De acordo com uma concretiz acdo de

maior preferéncia, o metal é compreendido por ferro
[0025] De acordo com uma concretizagao
particular, quando o metal é compreendido por selén io ele

nao esta na forma de selénio cisteina.

[0026] O metal podera estar em um estado
de oxidacéo zero ou na forma de um 6xido. De acordo com uma
concretizacdo mais particular, o metal esta na form a de um
oxido. Da forma que é utilizado neste contexto, o termo
“metal oxide”, refere-se a qualquer 6xido de um ele mento de
metal. O termo “6xido” refere-se a qualquer compos to
guimico que contém um ou varios atomos de oxigénio em um

estado de -2 oxidacdo, em conjunto com outros eleme ntos.
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De acordo com uma concretizagdo particular, o 6xido de
metal € compreendido por um oéxido de ferro. Exempl 0s
ilustrativos, ndo limitativos de 6xidos de ferro qu e podem
formar parte duma nanoparticula da bactéria da inve ncao sao
maghemita, magnetita, hematita, goetita e ferrihidr ita. De
acordo com uma concretizacao particular, o 6xido de ferro é
selecionado a partir do grupo que consiste de maghe mita,

magnetita, hematita, goetiita e ferrihidrita.
[0027] De acordo com uma concretizacao
ainda de maior preferéncia, o 0xido de ferro € comp reendido

por maghemita.

[0028] Da forma que é utlizado neste
contexto, termo “maghemita”, refere-se a um mineral de
oxido de ferro definido por meio da formula y-Fe 20s.

[0029] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “magnetita”, refere-se a um miner al de
oxido de ferro definido por meio da formula Fe 3Qu.

[0030] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “hematita”, refere-se a um minera | de
oxido de ferro definido por meio da féormula o-Fe 20:s.

[0031] Da forma que é utilizado neste
contexto, o termo “goetita’, refere-se a um mineral de
oxido de ferro definido por meio da férmula a-FeO(OH).

[0032] Da forma que é utilizado neste
contexto, o termo “ferrihidrita”, refere-se ao um m ineral

de Oxido de ferro definido por meio da férmula
(Fe 3+) 2030.5H 20 ou por meio da formula [Fe 3+10014(OH) 2]).

[0033] De acordo com uma concretizagao
particular da bactéria da invengdo, uma nanoparticu la é
compreendida por uma nanoparticula magnética. Da f orma que
é utilizado neste contexto, o termo “nanoparticula
magneética”, refere-se a qualquer nanoparticula com

comportamento ferromagnético e / ou super paramagné tico.
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Exemplos adequados nédo limitativos poderédo incluir,

Fe 203,

FeSQl-, Fe 2&, Fe thy, CO thy, MnFe xQ/, COFe xQ/, N|Fe xQ/,

CuFexQ,, ZaFe xQ,, e CdFe xQ,, em que x e y variam entre 1 e 6,

na dependéncia do método de sintese conhecido na té cnica.
De acordo com uma concretizagdo  preferida,

nanoparticula magnética compreende Oxido de ferro. De
acordo com uma concretizagdo de maior preferéncia, uma
nanoparticula magnética compreende maghemita.

[0034] As nanoparticulas que podem ser
anexadas as bactérias de acordo com o primeiro aspe cto da
invencdo podem ser obtidas por meio de métodos que sédo do
conhecimento da pessoa versada na técnica, tais com 0, por
exemplo, o método descrito por Massart (Massart, R. IEEE
Trans. Magn. 1981, 1247-1248) tal como ilustrado no exemplo
1.

[0035] De acordo com uma concretizacao
preferida, as nanoparticulas séo ligadas diretament eas
nactérias, ou seja, elas nao contém qualquer grupo quimico
voltado para fora ou qualquer revestimento que poss a formar
interacbes com o0s componentes da parede bacteriana. De
acordo com uma concretizacdo preferida, as nanopart iculas
nao sao funcionalizadas com os grupos amina. De ac ordo com
outra concretizacdo preferida, as nanoparticulas de metais
nao sao revestidas com um componente polimérico. D e acordo
com outra concretizacdo ainda de maior preferéncia, as
nanoparticulas ndo sao revestidas com um poli (acid o D,L-
lactico-co-glicélico)-b-poli  (L-histidina)-b-poli-( etileno
glicol) (PLGA-PLH-PEG).

[0036] De acordo com um concretizagéo
particular, a bactéria compreende uma nanoparticula de
metal e pelo menos um metal adicional, por exemplo, 2,3, 4
ou mais metais adicionais. Nesta concretizagao par ticular,

o dito metal adicional é diferente do metal que for ma uma
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nanoparticula de metal. De acordo com uma concreti zacao
mais particular, o metal adicional € selecionado a partir
do grupo que consiste de ferro, manganés, cobalto, niquel,
calcio, zinco, magnésio, potassio, cobre, cromo, se Iénio,
silicio, iodo e as suas combinacdes. De acordo com uma

concretizacdo preferida, a bactéria compreende uma

nanoparticula de metal que compreende ferro, de pre feréncia
oxido de ferro, com maior preferéncia maghemita, e um ou
mais metais adicionais selecionados a partir do gru po que
consiste de manganés, cobalto, niquel, célcio, zinc o,
magneésio, potassio, cobre, cromo, selénio, silicio, iodo e
as suas combinacdes. De acordo com uma concretizag ao mais
particular, a bactéria compreende uma nanoparticula de
metal que compreende ferro, de preferéncia oxido de ferro,
com maior preferéncia maghemita, e um ou mais metai S
adicionais selecionados a partir do grupo que consi ste de
calcio, zinco, selénio e uma combinacdo dos mesmos. De
acordo com uma concretizacdo mais particular, a bac téria
compreende uma nanoparticula de metal que compreend e ferro,

de preferéncia um oOxido de ferro, com maior preferé ncia
maghemita, e compreende além disso um metal selecio nado a

partir de zinco e calcio, com maior preferéncia ele
compreende zinco e célcio.

[0037] De acordo com um segundo aspecto,
a invencao refere-se a uma cultura biologicamente p ura da
bactéria do primeiro aspecto da invencgao.

[0038] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “cultura biologicamente pura”, re fere-se

a uma cultura em que as bactérias da invengdo sao

encontradas de acordo com um relacdo de 95% ou mais , por
exemplo, 96% ou mais, 97% ou mais, 98% ou mais, 99% ou mais
ou 100%, em comparagdo com outros organismos presen tes na

cultura. Da forma que é utilizado neste contexto, o termo
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“cultura”, refere-se a uma populacdo das bactérias
invencdo. Uma cultura pode compreender outros elem
diferentes das bactérias da invencgdo, tais como 0 m
cultura ou qualquer outra substancia e que podera s
adicionada ao meio de cultura benéfico para o cresc

ou manutengcdo da cultura. O termo “meio de cultura
“meio” é reconhecido na técnica, e refere-se de uma

geral a qualquer substancia ou preparado utilizado

cultivo de células vivas. De uma maneira geral o t
“meio”, quando usado com referéncia a uma cultura d
células, inclui os componentes do ambiente que circ
células. Os meios podem ser sélidos, liquidos, gas

uma mistura de tais materiais. Os meios incluem me
cultura liquidos, bem como meios liquidos que nao s

0 crescimento celular. Os meios também incluem mei
gelatinosos tais como matrizes de agar, agarose, ge
colageno. Meios gasosos exemplificativos incluem a
gasosa a que sao expostas as células em crescimento
placa de Petri ou outro suporte sélido ou semi-soli

termo “meio” também se refere ao material que se de

ser usado de acordo com uma cultura de células, mes
ele ainda néo tiver sido contactado com células. E
palavras, um liquido rico em nutrientes preparado p
cultura bacteriana € um meio. De uma forma assemel
uma mistura de pos que quando misturada com agua ou
liquido se torna adequada para a cultura de células

ser chamada de um “meio em p6”. “Meio definido” re

aos meios que sao feitos de componentes definidos

guimicamente (usualmente purificados). “Meios defi
nao contém extratos bioldgicos mal caracterizados t
extrato de levedura e caldo de carne. O “meio rico

meios que sdo concebidos para suportar o cresciment

maior parte ou de todas as formas viaveis de uma es
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particular. Os meios ricos muitas vezes incluem ex tratos
biolégicos  complexos. Qualguer meio de cultura

convencional apropriado para a cultura de bactérias de
acido lactico ou bifidobactérias conhecido na técni ca
podera ser usado na presente invencdo, tais como, p or
exemplo, meio MRS, meio de HANK'’S, meio APT, meio R CM, meio
LM17, meio GM17 e meio de Elliker. De acordo com u ma
concretizacdo particular, o meio de cultura do que pode
formar parte da cultura biologicamente pura da inve ncao e
compreendido por meio (caldo) MRS. Uma descricdo d o caldo

MRS e de outros mios apropriados para a cultura de

bactérias de acido lactico e bifidobactérias pode s er
encontrada no Handbook of Culture Media for Food
Microbiology, Vol. 34, editado pela Janet E.L. Corr Y,

G.D.W. Curtis, Rosamund M. Baird.

Método para a obtencdo de uma bactéria

[0039] De acordo com um terceiro aspecto,

a invencao refere-se a um meétodo para a obtencdo de uma
bactéria selecionada a partir de uma bactéria de ac ido
lactico e a bactéria do género Bifidobactéria que
compreende pelo menos um metal ligado & sua superf icie,
gue compreende contactar a dita bactéria com pelo m €enos o
dito metal, em que o dito contacto é realizado na p resenca
de pelo menos um sal de um cétion divalente e sob u ma
temperatura em que o crescimento da referida bactér ia é

substancialmente reduzido.

[0040] Os termos “bactéria de acido
lactico”, “bactéria do género Bifidobactéria ", e “metal”
foram anteriormente descritos em conexao com 0 prim eiro

aspecto da invencéo.
[0041] De acordo com o método do terceiro
aspecto, o contacto entre a bactéria de acido lacti cooua

bactéria do género Bifidobactéria e 0 metal deverad ser
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realizado na presenca de pelo menos um sal de um ca tion
divalente de um cétion divalente. O termo “sal de um
cation divalente”, da forma que é utilizado neste c ontexto,
refere-se a um composto em que um cation divalente é
acoplado a um contra-ions ou esta em solugdo. O te rmo
“cation divalente”, da forma que é utilizado neste
contexto, refere-se a um elemento de acordo com um estado
de oxidacdo positivo, resultando em uma carga elétr ica
positiva com uma valéncia de 2. Exemplos de cétion S
divalentes séo Fe 2+ Mn 2t Co 2+, Ni 2¥, Ca 2*, Zn 2+, Mg 2*, Cr 2%,
Se2* e Si  2*. De preferéncia, o sal de um cation divalente é
selecionado a partir de um sal de calcio, um sal de
magnésio e uma combinacdo dos mesmos. Com maior
preferéncia, o sal de um cation divalente é selecio nado a
partir de cloreto de calcio, cloreto de magnésio e uma
combinacdo dos mesmos. Ainda com maior preferéncia , 0 sal
de um cation divalente € uma combinacdo de cloreto de
calcio e cloreto de magnésio. Sem com isso se pret ender
ficar limitado por qualquer teoria particular, acre dita-se
que a adicdo do sal é capaz de afetar a superficie da
bactéria aumentando a sua porosidade e aumentando d esse
modo a ligagéo ao metal.

[0042] De acordo com o método do terceiro
aspecto, o contacto entre a bactéria do acido lacti cooua
bifidobactéria e o metal devera ser realizado sob ¢ ondicoes
de temperatura em que o crescimento da dita bactéri aé
substancialmente reduzido. Da forma que é utilizad 0 neste
contexto, o termo “temperatura de crescimento minim a’,
refere-se & temperatura abaixo da qual ndo ocorre
crescimento  bacteriano equilibrado, sustentado. A
temperatura de crescimento adequada para a realizag ao do
método de acordo com a invencdo varia na dependénci a das

bactérias e devera ser determinada para cada espéci e e cepa
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de bactérias. A pessoa versada na técnica conhece métodos
e técnicas para a determinacgéo das condi¢des de tem peratura
em que o crescimento de uma bactéria é substancialm ente
reduzido, tais como os métodos descritos por Shaw e t al
(Shaw et al, Journal of Bacteriology, 1971, Vol. 10 5 (2):
683-684). De acordo com uma concretizagédo particul ar, o

contacto entre uma bactéria de acido lactico ou

bifidobactéria e o metal é realizado sob uma temper atura
compreendida entre 0°C e 10°C, com maior preferénci a sob
0°C.

[0043] De acordo com uma concretizacao
preferida, a temperatura sob a qual o contacto com 0 metal
€ realizada € uma temperatura sob a qual o crescime nto de
uma bactéria é reduzido pelo menos 50%, pelo menos 60%,
pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, ou mais com
relacdo ao crescimento das bactérias sob a sua temp eratura

de crescimento 6tima.
[0044] De acordo com uma concretizacao

particular, as bactérias de acido lactico ou as

bifidobactérias séo resfriadas para uma temperatura situada
abaixo da temperatura de crescimento minima, por ex emplo,
0°C, antes da incubagdo com o metal, por exemplo, p elo
armazenamento da bactéria de &cido lactico ou da cu ltura da
bifidobactéria em gelo durante um periodo de tempo de, por

exemplo,, 10 minutos.

[0045] As bactérias de éacido lactico ou
as bifidobactérias que vao ser modificadas pelo met al de
acordo com o método do terceiro aspecto podem ser o btidas
por meio de cultura das bactérias apropriadas em co ndicdes
de cultura padrdo que sao conhecidas da pessoa vers ada na
técnica. De acordo com uma concretizagdo particula r, as
bactérias de &cido lactico ou as bifidobactérias sa o]

derivadas de uma cultura de 24 horas em meio de MRS . De
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acordo com uma concretizagdo preferida, a bactéria

ser tratada com o método do terceiro aspecto a fim
obter uma bactéria que compreende uma ligacdo de a
superficie foi cultivada de acordo com um meio de ¢

gue ndo compreende o dito metal. Sem querer estar
gualquer teoria em particular, acredita-se que uma

a bactéria seja contactada com o metal sob condic¢de
nao permitem crescimento bacteriano substancial, o
nao entra de forma significativa em uma bactéria, m
incluido na superficie da bactéria.

[0046]
particular do método do terceiro aspecto, a bacteri
acido lactico ou a bifidobactéria é contactada com
que estda compreendido em uma nanoparticula. O term
“nanoparticula” foi definido anteriormente neste co
Nesta concretizacdo particular, o dito contacto dev
realizado sob um pH em que a nanoparticula de metal
dotada de uma carga eletrostatica de superficie pos
O termo “carga eletrostatica de superficie”, da for
utilizado neste contexto, refere-se a carga eletros
ou a particula que pode ser medida pelo potencial Z
nanoparticula. O termo “potencial Zeca” refere-se
potencial elétrico na camada dupla interfacial (DL)
local do plano de deslizamento versus um ponto no f
massa se afasta em relagdo a interface. Em outras
palavras, o potencial Zeca é a diferenca de potenci
0 meio de dispersdao e a camada estacionaria de flu
anexado a particula dispersa. A pessoa que é versa
técnica sabe como calcular o potencial Zeca de uma
nanoparticula com base em uma mobilidade eletroforé
determinada experimentalmente ou mobilidade eletrof

dindmica (Delgado AV et al, 2005, Pure Appl. Chem.
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1753-1850; Dukhin AS e Goetz PJ "Ultrasound for
characterizing colloids", Elsevier, 2002).

[0047] O pH sob o qual a carga
eletrostatica de superficie da nanoparticula de met al é
positiva dependera da composicdo da nanoparticula, e pode
ser determinada pela pessoa que é versada na técnic a. Por

exemplo, quando a nanoparticula de metal compreende

maghemita, o pH devera ser mais baixo do que: 5. D e acordo
com uma concretizacao preferida, quando a nanoparti cula de
metal compreende maghemita, a bactéria de acido lac tico ou

a bifidobactéria e a nanoparticula de maghemita séo
incubadas sob um pH de 2.
[0048] Estas condicbes experimentais

preservam o0 biofime de EPS (substancia polimérica

extracelular) das bactérias. A presenca da EPS par ece ser
necessaria para enxertar a nanoparticula de metal p ara as
bactérias (Figura 1c). Com efeito, quando o biofil me de
EPS é removido seguindo-se protocolos padrédo (Molec ular
cloning: a laboratory manual. Vol. 2. John J. Sambr ook,
David, William Russell CSHL Press, 2001), as nanopa rticulas
de metal positivas ndo sao fixadas a superficie ext erna das

bactérias (Figura 1c).

[0049] De acordo com uma concretizagao
particular, uma etapa de secagem ¢é realizada antes da
incubacdo da bactéria de acido lactico ou da cultur a de
bifidobactérias com o metal. A dita etapa de secag em pode
ser realizada por meio de qualquer técnica adequada do
conhecimento da paciente versada, tais como centrif ugacao

da cultura de células e decanta¢do do meio.

[0050] De acordo com uma concretizacao
particular do método do terceiro aspecto, a bactéri a de
acido lactico ou a bifidobactéria é contactada com dois ou

mais metais. De acordo com uma concretizagdo mais
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particular, a bactéria é contactada com um primeiro
compreendido em uma nanoparticula, sendo o dito con

realizado sob um pH em que a nanoparticula é dotada

metal
tacto

de uma

carga eletrostatica positiva, e pelo menos um metal

adicional diferente do metal que estd compreendido

nanoparticula. De acordo com uma concretizagdo ain

especifica, a bactéria é contactada com uma nanopar

de ferro, por exemplo, uma nanoparticula de maghemi

metal adicional selecionado a partir de calcio, zin

selénio e uma combinacdo dos mesmos, de preferéncia

metal adicional selecionado a partir de célcio, zin

combinacédo dos mesmos, com maior preferéncia uma co

de célcio e zinco.
[0051]

por meio de uma solugdo que compreende um composto

compreende o dito metal, por exemplo, um sal do ref

metal, ou por meio de uma solucdo que

nanoparticulas que compreendem o dito metal.
[0052]

compreende mais do que um metal adicional, a bactér

acido lactico ou a bifidobactéria podera ser contac

estes metais adicionais na mesma etapa, ou seja, in

das bactérias com uma solucdo que compreende os dif

metais adicionais ou, de preferéncia, o contacto en

bactéria de 4cido lactico ou a bifidobactéria e cad

diferentes metais pode ser realizada em diferentes

de incubacdo sucessivas. De acordo com uma concret

especifica, a(s) etapa(s) adicional(s) é(sao) reali

antes da incubagcdo da bactéria de &cido lactico ou

bifidobactéria com a nanoparticula de metal. De ac

uma concretizagdo mais especifica, cada etapa de co

adicional da bactéria com um metal adicional é segu

uma etapa de secagem. A dita etapa de secagem
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compreender, por exemplo, centrifugar a mistura das
bactérias e da solucdo que contém metal e remover a
solugéo.

[0053] De acordo com uma concretizagao
especifica, o método do terceiro aspecto compreende as
etapas de:

- Contactar uma bactéria de acido lactico
ou uma bifidobactéria com um primeiro metal, por
exemplo, calcio.
- Contactar a bactéria de &cido lactico
ou a bifidobactéria com um segundo metal, por
exemplo, zinco.
- Contactar a bactéria de &cido lactico
ou a bifidobactéria com wuma nanoparticula que
compreende um terceiro metal, por exemplo, ferro, d e
preferéncia maghemita.

[0054] De acordo com outros aspectos, a
invencdo também se relaciona com uma bactéria susce tivel de
ser obtida por meio do método do terceiro aspecto, com a
bactéria obtida pelo método ou o terceiro aspecto e com a
sua cultura biologicamente pura. O termo “cultura
biologicamente pura” foi definido anteriormente nes te
contexto.

Género alimenticio e composi¢cdes farmacéuticas

[0055] A bactéria do primeiro aspecto e a
bactéria suscetivel de ser obtida por meio do métod o do
terceiro aspecto podem ser administradas de forma o ral a
uma paciente tanto na forma de um género alimentici 0 quanto

na forma de uma composicéo farmacéutica.

[0056] Deste modo, de acordo com outro
aspecto, a invencgdo refere-se a um género alimentic io que
compreende a bactéria de acordo com o primeiro aspe ctoou a

bactéria suscetivel de ser obtida por meio do métod o do
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terceiro aspecto ou uma cultura biologicamente pura
mesmas.
[0057]
contexto, o termo “género alimenticio” refere-se a
substancia ou composicdo que é adequada para 0 cons
humano e / ou de animais. O género alimenticio de
com a presente invengcdo pode referirr-se a um género
alimenticio de acordo com uma forma que se encontra
para o consumo. N&o obstante, de uma forma alterna
adicionalmente, o termo género alimenticio da forma
utiizado neste contexto, pode significar um ou mai
materiais alimenticios que sdo usados no preparo de
género alimenticio. Exemplos néo limitativos de gé
alimenticios adequados que podem ser usados na pres
invencdo sao leite, iogurte, queijo, coalhada, leit
fermentados, produtos fermentados a base de leite,
baseados em cereais fermentados, produtos de carne
fermentados, outros pos a base de leite ou a base d
cereais, férmulas de nutricdo clinica, sorvetes, su
paes, bolos e doces, formulacbes de racdo animal,
formulagbes de dietas semi- ou sintéticas, férmulas
lactentes, férmulas clinicas de nutricdo, sorvetes,
farinhas, paes, bolos, doces ou gomas de mascar. A
versada na técnica sabe como preparar géneros alime
a partir de bactérias probidticas, tais como, por e
as bactérias da invencéo.
[0058]
invencdo refere-se a uma composicdo farmacéutica qu
compreende uma bactéria de acordo com o primeiro as
uma bactéria suscetivel de ser obtida por meio do m
terceiro aspecto ou uma cultura biologicamente pura

mesma e um excipiente farmaceuticamente ativo.

das

Da forma que é utlizado neste

uma
umo

acordo

pronta
tiva ou
que é
S
um
neros
ente
es

produtos

COos,

para
sucos,
pessoa

nticios

xemplo,

De acordo com um outro aspecto, a

pecto ou
étodo do
da



25/65

[0059] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “composi¢cdo farmacéutica”, refere -se a
uma composicdo que se destina ao uso em terapia. A
composicdo farmacéutica é direcionada ao uso em
administragdo oral e pode apresentar-se na forma de
comprimidos, capsulas, suspensdes bacterianas liqui das,

suplementos orais secos, suplementos orais molhados :

alimentacdo por tubo seco ou uma alimentacdo de tub 0
molhado.

[0060] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “"carreador farmaceuticamente acei tavel”,
significa um material, composicao ou veiculo
farmaceuticamente aceitavel, tais como um enchiment o]
liguido ou solido, diluente, excipiente, solvente o u
material de encapsulacdo, envolvido no carreamento ou
transporte dos agentes em referéncia a partir de um orgao,
ou parte do corpo, para um outro 6rgao, ou parte do corpo.
Cada carreador deve ser "aceitavel® no sentido de s er

compativel com o0s outros ingredientes da formulacdo

Alguns exemplos de materiais que podem Server como

carreadores farmaceuticamente aceitaveis incluem: ( 1)
acucares, tais como lactose, glicose e sacarose; (2 )
amidos, tais como amido de milho e amido de batata; (3)
celulose, e seus derivados, tais como carboximetil celulose

de sodio, etil celulose e acetato de celulose; (4)

tragacanto pulverizado; (5) malte; (6) gelatina; (7 ) talco;
(8) excipientes, tais como manteiga de cacau; (9) 6 leos,
tais como 6leo de amendoim, 6leo de carocgo de algod ao, oleo
de girassol, 6leo de gergelim, azeite de oliva, dle o de
milho e 6leo de soja; (10) glicéis, tais como propi leno

glicol; (11) polidis, tais como glicerina, sorbitol :
manitol, solutol e polietileno glicol; (12) ésteres , tais

como oleato de etila e laurato de etila; (13) agar; (14)
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agentes de tamponamento, tais como hidroxido de mag nésio e
hidroxido de aluminio; (15) &cido alginico; (16) &g ua
isenta de pirogénio; (17) solugcédo salina isotonica; (18)
solucdo de Ringer; (19) A&lcool etilico; (20) solugd es
tampdo de fosfato; e (21) outras substancias compat iveis
ndo toxicas empregadas em formulagbes farmacéuticas tais

como DMSO (dimetilsulfoxido) e os seus derivados.
Remington's Pharmaceutical Sciences. Ed. by Gennaro , Mack
Publishing, Easton, Pa., 1995 expde carreadores usa dos na
formulacdo de composicbes farmacéuticas e técnicas

conhecidas para a sua preparacao.

[0061] Formas farmacéuticas adequadas
para administracdo oral incluem qualquer composicao sélida
(comprimidos, pastilhas, capsulas, granulados e
assemelhados) ou composicao liquida (solucbes, susp ensdes
bacterianas, emulsdes, xaropes e assemelhados) e po dem
conter excipientes convencionais conhecidos na técn ica,
tais como agentes de ligacdo, por exemplo, xarope, acacia,
gelatina, sorbitol, tragacanto, ou polivinilpirroli dona;
enchimentos, por exemplo, lactose, acucar, amido de milho,
fosfato de célcio, sorbitol ou glicina; lubrificant es para
a preparacao de comprimidos, por exemplo, estearato de
magnésio, desintegrantes, por exemplo, amido,
polivinilpirrolidona, glicolato amido de sodio ou ¢ elulose
microcristalina; ou agentes de umedecimento
farmaceuticamente aceitaveis, tais como lauril sulf ato de
sadio.

[0062] A quantidade de dosagem necessaria

das bactérias da invencdo no género alimenticio ou

composicdo farmacéutica serd variavel de acordo com a
natureza do disturbio ou do uso proposto da composi céo, se
€ usada profilaticamente ou terapeuticamente e do t ipo de

organismo envolvido.
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[0063] Qualquer dosagem adequada das
bactérias da invencdo poderéa ser usada na presente invencéao
a partir do momento que os efeitos toxicos ndo exce dam os
efeitos terapéuticos. A eficicia terapéutica e a
toxicidade podem ser determinadas por meio de proce dimentos
farmacéuticos padrdo com animais experimentais, tai S como
por meio do calculo estatistico da ED, (a dose
terapeuticamente efetiva em 50% da populacéo) ou LD (a dose
letal para 50% da populacdo). A razdo da dose de t oxico
para os efeitos terapéuticos € o indice terapéutico , que
pode ser expresso como a relacdo LD/ED. Apesar dis SO, a
atividade das bactérias da invencdo no individuo ¢é
naturalmente dependente de dose bem como dependente da
carga na nhanoparticula de metal das bactérias. Sao
preferidas as composicdoes que exibem grandes indice S
terapéuticos. Os dados obtidos a partir de estudos de
animais sao usados para formular uma faixas de dosa gem para
0O uso em seres humanos ou animais. A dosagem conti da
nessas composicoes esta de preferéncia de acordo co m uma
faixa de concentracfes de circulacdo que incluem a ED, com
pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem varia dentr 0 na
dependéncia da forma de dosagem empregada, da sensi bilidade
do paciente, e da via de administragdo. A dosagem exata
sera determinada pelo médico, a Iluz dos fatores
relacionados com a paciente que estd necessitando d o]
tratamento. Por exemplo, para a preparagcdo de um g énero
alimenticio de acordo com o presente invenc¢ao a bac téria da
invencdo é incluida de acordo com um suporte adequa do, de
acordo com uma quantidade desde 10 5 cfu/g até cerca de 10 12
cfu/g de material de suporte, de preferéncia desde cerca de
106 cfu/g até cerca de 10 11 cfu/g de material de suporte,
com maior preferéncia a partir de cerca de 10 6 cfu/lg até

cercade 10 10 cfu/g material de suporte.
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[0064] No caso de uma composicao
farmacéutica, a dosagem da bactéria da invencdo dev era
variar desde cerca de 10 5 cfulg até cerca de 10 14 cfu/g de
material de suporte, de preferéncia a partir de cer ca de

106 cfu/g até cerca de 10

13 cfu/g de material de suporte,

com maior preferéncia a partir de cerca de 10 7 cfulg até
cerca de 10 12 cfu/g de material de suporte. Para o

propésito da presente invencao a abreviatura cfu de vera ter
o significado de uma “unidade de formacé&o de col6ni a” que é

definida como o numero de células bacterianas como

reveladas por contagens microbiolégicas em placas d

sensibilidades de

formulacéo particular.

e agar.

[0065] A dosagem e administracdo sao
ajustadas de forma a proporcionarem niveis suficien tes de
nanoparticula de metal ou a manter o efeito desejad 0.
Fatores que podem ser levados em consideracao inclu em a
gravidade do estado da enfermidade, a saude geral d 0
paciente, a idade, peso, e género do paciente, temp o e
freqiéncia de administracdo, combinacdo(s) de farma Ccos,

reacdo, e resposta a terapia. As

composicoes de acdo prolongada podem ser administr adas a
cada 3 até 4 dias, cada semana, ou quinzenalmente na
dependéncia dependendo da taxa de depuracdo e meia- vida da

Método para o tratamento e / ou prevencdo de
enfermidades causadas por uma deficiéncia de metal

[0066] A bactéria da invencdo é adequada
para ser usada como suplemento oral para uma pacien te com
necessidade de um metal. A administracdo de um met al por
meio da bactéria da invencdo € vantajosa, entre out ras
razdes, pelo fato de que a nanoparticula de metal é
especificamente liberada no intestino, evitando a | iberacéo
do metal no estbmago, o que de um modo geral conduz a
efeitos colaterais indesejados (exemplo 2, figura 5 ). Além
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disso, diferentes metais, tais como célcio ou zinco

associados a uma bactéria de &cido Ilactico ou uma
bifidobactéria também sé&o liberados em ambas as con

de estdmago e intestino (exemplo 2, figuras 6 e 7),

faz com que estas bactérias sejam plataformas adequ
para a suplementacdo oral de varios metais. Por es
raz&o, de acordo com outro aspecto, a invengéo refe

uma bactéria selecionada a partir da bactéria do pr
aspecto e da bactéria suscetivel de ser obtida por

meétodo do terceiro aspecto, ou uma cultura biologic

pura do mesmo para 0 seu uso no tratamento e / ou p

de uma enfermidade ou condicdo associada com
deficiéncia de metal, em que a bactéria compreende

gue se encontra deficiente na dita enfermidade ou ¢

e em que a bactéria ou cultura € administrada de um

oral.

[0067]
invencdo refere-se ao uso de uma bactéria seleciona
partir da bactéria do primeiro aspecto e da bactéri
suscetivel de ser obtida por meio do método do terc
aspecto, ou uma cultura biologicamente pura do mesm
manufatura de um medicamento para o tratamento e /
prevencado de uma enfermidade ou condi¢do associada
deficiéncia de metal, em que a bactéria compreende
é deficiente na dita enfermidade ou condicdo e em q
bactéria ou cultura € administrada de uma forma ora

[0068]
invencdo refere-se a um método terapéutico para o
tratamento e / ou prevencao de uma enfermidade ou c
associada com uma deficiencia de metal, que compree
administrar a uma paciente uma quantidade terapeuti
efetiva de uma bactéria selecionada a partir da bac

primeiro aspecto e a bactéria suscetivel de ser obt
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meio do método do terceiro aspecto, ou uma cultura

biologicamente pura do mesmo, em que a bactéria com preende
0 metal que é deficiente na dita enfermidade ou con dicdo e
em gue a bactéria ou cultura é administrada de uma forma
oral.

[0069] O termo “metal” foi definido em
conexdo com a bactéria da invencdo. De acordo com uma
concretizacao particular do método para o tratament oe/ou
prevencdo de enfermidades causadas por uma deficién cia de
metal, o metal € compreendido por célcio ou zinco. De

acordo com um concretizagdo particular, o metal €

compreendido por um “cation de metal’. Da forma qu e é
utiizado neste contexto, o termo “cation de metal” ,
refere-se a um elemento de metal de acordo com um e stado de
oxidacdo positiva que resulta em uma carga elétrica

positiva. De acordo com uma concretizacdo especifi ca, o
cation de metal € compreendido por um cation de met al
divalente, ou seja, um cation de metal com uma valé ncia de
2. Exemplos de céations de metais divalentes sao Fe 2+ Mn 2+
Co?*, Ni 2t Ca 2+, Zn 2f, Mg 2*, Cr 2+, Se 2* e Si 2*. De acordo com
uma concretizagdo particular, o cation de metal div alente é
compreendido por Ca  2* ou Zn 2+,

[0070] De acordo com outra concretizagéo
particular do método de tratamento e / ou prevengdo , a
bactéria compreende mais do que um metal, por exemp lo, 2,
3, 4, 5 ou mais metais. De acordo com uma concreti zacao
mais especifica, a bactéria compreende calcio e zin co.

[0071] A bactéria de acido lactico ou
bifidobactéria que compreende pelo menos um metal d e
utilidade para o método para o tratamento e / ou pr evencao
de enfermidades causadas por uma deficiéncia de met al
podera ser obtida pelo contactado da dita bactéria de acido

lactico ou bifidobactéria com o dito metal. Um mét odo
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llustrativo n&o limitativo para a obtencdo das dita S
bactérias que compreendem um ou mais metais € propo rcionado

no exemplo 2 do presente pedido de patente.

[0072] De acordo com uma concretizagao
particular, o metal esta associado com a superficie da
bactéria.

[0073] De acordo com outra concretizagéo
particular, o metal estda compreendido em uma ligaca o de
nanoparticula a superficie da bactéria. O termo
“nanoparticula” bem como concretizacbes especificas e
preferidas da mesma foram descritas anteriormente n este
contexto.

[0074] De acordo com uma concretizacao
particular, a bactéria de acido lactico ou a bifido bactéria
compreende uma nanoparticula de metal, e pelo menos um

metal adicional diferente do metal compreendido na

nanoparticula. De preferéncia, a nanoparticula de metal
compreende um 6xido, com maior preferéncia oxido de ferro,
ainda com maior preferéncia maghemita. De preferén cia, 0
pelo menos um metal adicional € selecionado a parti r do
grupo que consiste de ferro, manganés, cobalto, niq uel,
calcio, zinco, magnésio, potassio, cobre, cromo, se |€énio,
silicio, iodo e as suas combinacoes. Com maior

preferéncia, o metal adicional € compreendido por c alcio,
zinco, selénio ou uma combinacdo dos mesmos. Ainda com
maior preferéncia, o metal adicional é compreendido por

calcio e zinco.

[0075] De acordo com uma concretizagao
particular, quando o metal é compreendido por selén io ele
ndo esta na forma de selenocisteina.

[0076] De acordo com uma concretizagao
mais especifica, a bactéria de &cido Ilactico ou
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bifidobactéria compreende uma nanoparticula de magh emita,

célcio e zinco.

[0077] Da forma que é utilizado neste
contexto, o termo ‘“tratamento”, refere-se a qualque r
processo, agao, aplicacao, terapia, ou outro asseme Ihado em
gue uma paciente (ou paciente), que inclui um ser h umano, é
fornecida assisténcia médica com o objetivo de melh orar a
condicdo da paciente, diretamente ou indiretamente, ou
retardar a progressdo de uma condicdo ou disturbio na
paciente, ou melhorar pelo menos um sintoma da enfe rmidade

ou disturbio submetido ao tratamento.

[0078] Da forma que € utlizado neste
contexto, o termo “prevencdo”, significa que a bact éria da
invencao é de utilidade quando administrada a um pa ciente o
qual ndo foi diagnosticado como tendo possivelmente o]
disturbio ou enfermidade na ocasido da administraca 0, mas

que seria normalmente esperado que desenvolvesse a

enfermidade ou distarbio ou estar em maior risco pa ra o
disturbio ou enfermidade. De acordo com a invencao , a
bactéria da invencdo retardardA o desenvolvimento do S

sintomas da enfermidade ou distarbio, retardara o
aparecimento do distirbio ou enfermidade, ou impedi ra de
qualquer modo que o individuo desenvolva o disturbi 0 ou

enfermidade.

[0079] Da forma que é utilizado neste

contexto, o termo “paciente” ou “paciente”, refere- se a
qualquer animal, de preferéncia um mamifero e inclu i, sendo
gue nao se fica limitado aos mesmos, animais domést icos e
de fazenda, primatas e humanos, por exemplo, seres humanos,
primatas ndo humanos, vacuns, cavalos, porcos, ovel has,
cabras, cachorros, gatos, ou roedores. De acordo ¢ om uma
concretizacao preferida, o paciente € compreendido por um

ser humano de qualquer idade ou raca. De acordo co m uma
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concretizacdo particular, o paciente padece de uma

enfermidade associada com uma deficiéncia de metal. De
acordo com outra concretizagao particular, o pacien te nao
foi diagnosticado como sofrendo de uma enfermidade

associada com uma deficiéncia de metal, mas é consi derado
como estando em maior risco de desenvolver a dita

enfermidade.

[0080] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “enfermidade ou condicdo associad a com
uma deficiéncia de metal” refere-se a uma condicao que
apresenta baixos niveis séricos de um ou mais metai s. Os
baixos niveis séricos de um metal que séo considera dos
baixos niveis seéricos variam na dependéncia de para metros
tais como sexo e idade e sdo conhecidos da pessoa v ersada
na técnica. A deficiéncia de metais pode resultar da
ingestao insuficiente, digestao, absorcdo ou utiliz acao do
dito metal.

[0081] De acordo com uma concretizacao
particular, a enfermidade ou condicdo associada com uma
deficiéncia de metal € selecionada a partir do grup 0 que
consiste de uma enfermidade ou condicdo associada c om
deficiéncia de ferro, uma enfermidade ou condicao a ssociada
com deficiéncia de manganés, uma enfermidade ou con dicao
associada com deficiéncia de cobalto, uma enfermida de ou

condicdo associada com deficiéncia de niquel, uma

enfermidade ou condi¢cdo associada com deficiéncia c alcio,
uma enfermidade ou condicdo associada com deficiénc ia de
zinco, uma enfermidade ou condicdo associada com

deficiéncia de magnésio, uma enfermidade ou condica 0
associada com deficiéncia de potassio, uma enfermid ade ou
condicdo associada com deficiéncia de cobre, uma
enfermidade ou condi¢c&o associada com deficiéncia d e cromo,

uma enfermidade ou condicdo associada com a deficié ncia de
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selénio, uma enfermidade ou condicdo associada com
deficiéncia de silicio e uma enfermidade ou condica
associada com a deficiéncia de iodo.

[0082] Exemplos llustrativos,
limitativos de enfermidades ou condi¢cbes associadas
deficiéncias de metais sdo compreendidos pelos segu

- Enfermidades ou condicbes associadas
deficiéncia ferro: fraqueza, fadiga, palidez da pel
de ar, anemia, auto-imunidade baixa, depressdo, pre
arterial baixa, distarbios da fala, memoria fraca e
resfriados.

- Enfermidades ou condicbes associada
deficiéncia de manganés: disturbio de hiperatividad
deéficit de atencdo (ADHD), asma, sindrome do tunel
convulsdes, perda da libido, aborto, retardo de cre
e pesadelos.

- Enfermidades ou condigbes associadas
deficiéncia de cobalto: anemia perniciosa, fadiga g
falta de ar e baixa da tiredide.

- Enfermidades ou condigbes associadas
deficiéncia de niquel: hiperglicemia (acucar no san
elevado), pressao arterial baixa, depressdo, enferm
hepatica, anemia, baixa acidez estomacal, congestéo
fadiga e baixos supra-renais.

- Enfermidades ou condigbes associadas
deficiéncia de célcio: raquitismo, osteomalacia,
osteoporose, recessao gengival, sindrome pré-menstr
ataques de péanico, caibras musculares, pulmdes frac
lombar inferior, célculos renais, insénia, fragilid
0ssea, ostedfitos e depdsitos de calcio.

- Enfermidades ou condicbes associadas

deficiéncia de zinco: perda do paladar, perda do ol
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retardamento de crescimento, desenvolvimento sexual

atrasado, cicatrizagcao lenta, ADHD, perda de cabelo :
defeitos de nascimento, odor corporal, distarbios

cerebrais, diarréia, defeitos cardiacos, hérnia,

impoténcia, disturbios do pulméao e disturbios da pr Ostata.

- Enfermidades ou condi¢cdes associadas com a

deficiéncia de magnésio: fraqueza muscular e caibra S,
nauseas, arritmias cardiacas, TDAH, calcificacdo ar terial,
baixa absorcéo de célcio, convulsdes, depresséao, di sturbios
gastrointestinais, disturbios de crescimento, enxaq ueca
menstrual, osteoporose, tremores, tonturas e desmai 0S.

- Enfermidades ou condigbes associadas com a
deficiéncia de potassio: nadusea, anorexia, irritabi lidade,
fragueza muscular, medo, doenca mental, baixa energ ia,
dores e pontadas, acidez, tendéncia a Vvioléncia,

desconfianca, perda de ambic&o, nervosismo e negati vidade.

- Enfermidades ou condigbes associadas com a

deficiéncia de cobre: ADHD, anemia, artrite, violén cia,
paralisia cerebral, colesterol alto, palpebras caid as,
cabelos brancos, hérnia, cirrose hepatica, problema s de
aprendizagem, baixa de acucar no sangue, alto risco de

acidente vascular cerebral e varizes.

- Enfermidades ou condigbes associadas com a
deficiéncia de cromo: ADHD, perda inesperada de pes 0, baixa
contagem de espermatozoides, diabetes, depressdo ma niaca,
problemas de aprendizagem, problemas de crescimento :
hiperatividade, enfermidade vaso coronario, catarat a e
niveis de agucar anormais.

- Enfermidades ou condi¢cdes associadas com a
deficiéncia de selénio: manchas senis, envelhecimen to da

pele, doenca de Alzheimer, cancer, fibrose cistica, fadiga,
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palpitagcbes cardiacas, HIV, hipotireoidismo, lesdes do
figado, fraqueza muscular e escoliose.

- Enfermidades ou condi¢cbes associadas com a
deficiéncia de silicio: cabelos quebradicos, unhas das maos
e dos pés quebradicas, m& qualidade da pele, ma uti lizacdo
de calcio e enfermidade arterial.

- Enfermidades ou condi¢cdes associadas com a
deficiéncia de iodo: bdcio, distlirbios menstruais, confusao

mental, problemas cardiacos e pulmonares.

[0083] De acordo com o primeiro uso
terapéutico da inveng¢do, uma nanoparticula de metal que
compreende o metal que é deficiente na enfermidade ou
condicdo a ser tratada é administrada ao paciente c om
necessidade do mesmo. Por exemplo, se um paciente vai ser
tratado de uma enfermidade relacionada com a defici éncia de
ferro, ou se a prevencao de uma enfermidade associa da com a
deficiéncia de ferro é desejavel de acordo com um p aciente
sujeito ao risco de desenvolver a dita enfermidade, uma
bactéria que compreende uma nanoparticula de ferro e

administrada a este paciente.

[0084] De acordo com 0s primeiros usos
terapéuticos e métodos da invencéo, a bactéria ou a cultura
biologicamente pura é administrada de forma oral.

[0085] Da forma que é utlizado neste

contexto, o termo “administracdo oral’, refere-se a

qualguer forma de distribuicdo da bactéria ou cultu ra da
invencdo a um paciente, em que a bactéria ou cultur a da
invencdo é colocada na boca do paciente, quer a bac téria ou

cultura da invencdo seja ou ndo imediatamente engol ida.
Deste modo a "administragéo oral" inclui uma admini stracdo

bucal e sublingual da mesma forma que esofagica.
[0086] Da forma que é utlizado neste

contexto, o termo “quantidade terapeuticamente efet iva”,
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refere-se a quantidade suficiente de uma bactéria o u
cultura da invencao para proporcionar o efeito dese jado e
serd de uma maneira geral determinada por, entre ou tras
causas, as caracteristicas da bactéria ou cultura d a
invencdo propriamente dita e do efeito terapéutico a ser

obtido. Ela dependera igualmente do paciente a ser
tratado, da gravidade da enfermidade sofrida pelo d ito

paciente, da forma de dosagem selecionada, e outras

assemelhadas. Por esta razdo, as doses mencionadas nesta
invencdo devem ser consideradas tdo somente como gu ias para

a pessoa versada na técnica, que deve ajustar as do ses na
dependéncia das variaveis supracitadas. De acordo com uma
concretizacdo, a quantidade efetiva produz a melhor ia de um
ou mais sintomas da enfermidade que esta sendo trat ada, por
exemplo, a normalizacdo dos niveis do metal em que havia

deficiéncia no paciente.

meétodos para o tratamento de cancer

[0087] As bactérias de acordo com a
invencdo ou as culturas biologicamente puras de aco rdo com

a invencdo também sdo adequadas para distribuirem

nanoparticulas magnéticas ao trato gastrointestinal . As
nanoparticulas magnéticas dispostas na superficie d as
bactérias fazem com que as bactérias exibam momento s
magnéticos permanentes e resposta magnética mais fo rte. Em

um campo magnético alternado aplicado, 0os momentos

magnéticos das nanoparticulas magnéticas poderdo se r
reorientadas periodicamente, conduzindo a conversao da
energia magnética em energia térmica, e a temperatu ra das
regides circundantes foi rapidamente elevada para a faixa
de temperatura terapéutica (mais alta do que 42°C), 0 que
poderia resultar na morte por hipertermia das célul as

vizinhas.
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[0088] Deste modo, de acordo com outro
aspecto, a invencao refere-se a uma bactéria de aco rdo com
O primeiro aspecto ou a uma bactéria suscetivel de ser
obtida por meio do método do terceiro aspecto ou a uma
cultura biologicamente pura do mesmo para O Seu Uso no
tratamento de cancer, em que o metal esta compreend ido em

uma nanoparticula magnética.

[0089] De acordo com outro aspecto, a
invencao refere-se ao uso de uma bactéria de acordo com o
primeiro aspecto ou da bactéria suscetivel de ser o btida

pelo método do terceiro aspecto ou a uma cultura
biologicamente pura da mesma na manufatura de um
medicamento para o tratamento de cancer, em que 0 m etal
esta compreendido em uma nanoparticula magnética.

[0090] De acordo com outro aspecto, a

invencdo refere-se a um meétodo terapéutico para o0

tratamento de cancer, que compreende administrar a um
paciente uma quantidade terapeuticamente efetiva de uma
bactéria de acordo com o primeiro aspecto ou a uma bactéria
suscetivel de ser obtida por meio do método do terc eiro
aspecto ou uma cultura biologicamente pura da mesma , em que

o metal esta compreendido em uma nanoparticula magn ética.

[0091] Os termos “tratamento”, “paciente”

e “quantidade terapeuticamente efetiva” foram previ amente
definidos em conexdo com 0s usos terapéuticos e mét odos

para o tratamento e / ou prevengdo de enfermidades
associada com deficiéncia de metal.

[0092] Da forma que é utilizado neste
contexto, o termo “cancer”, refere-se a uma enfermi dade
caracterizada por uma divisdo de células descontrol ada (ou
por um aumento da sobrevivéncia ou resisténcia a ap optose),
pela capacidade das ditas células invadirem outros tecidos

das proximidades (invasao) ou pela disseminacao par a outras
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areas do corpo onde as células ndo estdo normalment e
localizadas (metastase) através dos vasos linfatico s e
sanguineos. Na dependéncia de se eles podem propag ar-se ou
ndo por invasdo e metastase, 0s tumores sao classif icados
como sendo benignos ou malignos: os tumores benigno S sao

tumores que ndo podem se propagar pela invasdo ou

metastase, ou seja, eles apenas crescem localmente;

enquanto que o0s tumores malignos sdo tumores que sa 0
capazes de se propagarem por invasao e metastase. Da forma
que € utilizado neste contexto, o termo cancer incl ui,
sendo que ndo se fica limitado aos mesmos, 0s segui ntes
tipos de cancer: cancer de mama; cancer do trato bi liar;
cancer de bexiga; cancer cerebral incluindo gliobla stomas e
medulloblastomas; cancer cervical, coriocarcinoma; cancer
de colon; cancer do endométrio; cancer de esofago; cancer
gastrointestinal; cancer gastrico; neoplasmas hemat olégicos
que incluem leucemia linfocitica aguda e mielogénic a,

leucemia aguda/linfoma linfoblastico das células “T ;
leucemia das células pilosas; leucemia mielogénica cronica,
mieloma multiplo; leucemias associadas com AIDS e | eucemia
de células T de adulto / linfoma; neoplasmas
intraepiteliais que incluem doenca de Bowen e doeng a de
Paget; cancer de figado; cancer de pulmao; linfomas que
incluem doenca de Hodglun e linfomas linfociticos;

neuroblastomas; cancer oral incluindo carcinoma de células
escamosas; cancer de ovario inclusive os decorrente s de
células epiteliais, células estromais, células germ inativas

e células mesenquimais; cancer de pancreas; cancer de
préstata; cancer retal; sarcomas incluindo leiomios sarcoma,
rabdomiossarcoma, lipossarcoma, fibrossarcoma, e

osteossarcoma; cancer de pele, incluindo melanoma,
carcinoma de células de Merkel, do sarcoma de Kapos I,

carcinoma de células basais, e carcinoma de células
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escamosas,; cancer testicular incluindo tumores germ inais
como seminoma, nonseminoma (teratomas, coriocarcino ma),
tumores estromais e tumores de células germinativas ; cancer

da tiredide incluindo adenocarcinoma da tiredide e

carcinoma medular; e cancer renal incluindo adenoca rcinoma
e tumor de Wilms. Outros canceres serao do conheci mento
dagueles normalmente versados na técnica.

[0093] De acordo com uma concretizacao
especifica, o cancer € compreendido por um cancer
gastrointestinal. Da forma que é utilizado neste ¢ ontexto,

o termo “cancer gastrointestinal”’, refere-se a qual quer

tipo de céancer que afeta o trato gastrointestinal,

incluindo o esb6fago, estbmago, o sistema biliar, pa ncreas,
intestino delgado, intestino grosso e o reto ou o C olon.
De acordo com uma concretizacdo especifica, o cance r
gastrointestinal € compreendido por um cancer de es tbmago,
um cancer do intestino delgado ou do intestino gros SO ou

cancer colon.

[0094] De acordo com 0s meétodos
terapéuticos e usos para o tratamento de cancer, a bactéria
da invencéo pode ser administrada por meio de qualq uer via
adequada, por exemplo, via oral, via parentérica ou via
intravenosa. De acordo com uma concretizacao prefe rida, a
bactéria ou cultura da invencdo sdo administradas d e forma
oral. O termo “administracdo oral” foi definido

anteriormente neste contexto.
[0095] De acordo com uma concretizagao
particular dos métodos terapéuticos e wusos para o0

tratamento de cancer, a bactéria de acordo com o pr imeiro
aspecto é capaz de ser transferida para a glanfula mamaria
depois da ingestdo oral. Os métodos para se detect or a
capacidade de a bactéria ser transferida para a gla nfula

mamaria foram descritos anteriormente em conexao co m a
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bactéria do primeiro aspecto, da mesma forma que ex emplos e
concretizagdes  especificas das  bactérias. Nesta

concretizacdo particular, a bactéria da invengdo é de
utilidade para o tratamento de um cancer de mama. Deste
modo, de acordo com uma concretiza¢do particular do método
terapéutico e usos da invencao, o cancer € compreen dido por
cancer de mama e a bactéria é compreendida por uma bactéria
capaz de ser transferida para a glandula mamaria de pois de

ingestao oral.

[0096] O termo “cancer de mama” refere-se
a qualquer distarbio cellular mamario proliferante maligno,
gue ocorre usualmente nos dutos (os tubos que trans portam o
leite ao mamilo) e I6bulos (glandulas produtoras de leite).
[0097] De acordo com uma concretizacao
especifica, 0 método terapéutico parao tratamento d e cancer
compreende a etapa de direcionar para o tumor uma b actéria

de acordo com o primeiro aspecto.

[0098] A etapa de direcionar a bactéria

de acordo com a invencao para um tumor podera ser r ealizada
por meio de diferentes mecanismos. De acordo com u ma
concretizacao, a bactéria € direcionada ao tumor de vido a
sua preferéncia para microambiente tumoral anaerobi co. De
acordo com outra concretizacdo, a bactéria que comp reende
uma nanoparticula magnética, previamente definida, € guiada

e puxada para o tumor-alvo por um ou mais campos ma gnéticos
ou gradientes de campo magnético (por exemplo, uma fonte

externa de campos magnéticos ou gradientes de campo

magnético). Esses campos ou gradientes pode ser ge rados
por meio de, por exemplo, um ou mais imas e disposi tivos

médicos associados colocados dentro ou adjacentes a um
tumor alvo antes de, durante ou depois da distribui ¢céo da
bactéria. De acordo com algumas concretizagdes, 0s imas

sdo colocados dentro do corpo utilizando-se métodos
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cirdrgicos ou percutaneos dentro do tumor alvo, ou no lado

externo do tumor alvo (por exemplo, em torno de ou

adjacente ao tumor alvo). De acordo com algumas

concretizac¢des, os imas sdo compreendidos por imas externos
gue séo colocados no lado externo do corpo de um pa ciente
para criar uma fonte externa de campo magnético em torno de

ou adjacente ao tumor alvo. De acordo com algumas

concretizacdes, a fonte de campos magnéticos é comp reendida
por um ima permanente (por exemplo, um ima de neodi mio
(NdFeB)). De acordo com uma concretizacdo, a fonte de
campos magnéticos € compreendida por um eletroima. De
acordo com outras concretizagfes, a dimensao dos im as varia

a partir de cerca de 1 mm até cerca de 10 m e a int ensidade
dos campos magnéticos varia desde cerca de 0,1 Tesl a até
cerca de 100 Tesla, incluindo cerca de 0,1 até cerc ade0,5
Tesla, cerca de 0,5 até cerca de 1 Tesla, cerca de 1 Tesla
até cerca de 1,1 Tesla, cerca de 1,1 Tesla até cerc adel.2
Tesla, cerca de 1,2 Tesla até cerca de 1,3 Tesla, c erca de
1,3 Tesla até cerca de 1,4 Tesla, cerca de 1,4 Tesl a até
cerca de 1,5 Tesla, cerca de 1,5 Tesla até cerca de 2
Tesla, cerca de 2 Tesla até cerca de 4 Tesla, cerca de 4
Tesla até cerca de 10 Tesla, cerca de 10 Tesla até cerca de
30 Tesla, cerca de 30 Tesla até cerca de 50 Tesla, cerca de
50 Tesla até cerca de 70 Tesla, cerca de 70 Tesla a té cerca
de 90 Tesla, e faixas de sobreposicdo dos mesmos. De
acordo com diversas concretizagbes, 0 campo magnéti co é
aplicado durante um periodo de tempo o qual é varia vel
desde cerca de 1 minuto até cerca de 5 horas. De a cordo
com algumas concretizagbes, 0 campo magnético € apl icado
durante cerca de 1 minuto até 5 minutos, cerca de 5 minutos
até cerca de 10 minutos, cerca de 10 minutos até ce rca de
20, cerca de 20 minutos até cerca de 30 minutos, e faixas

de sobreposicdo dos mesmos. De acordo com vérias
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concretizagdes, 0 campo magnético é aplicado durant e cerca
de 5-15 minutos, incluindo cerca de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, ou 14 minutos.

[0099] De acordo com algumas
concretizacdes, a fonte de campos magnéticos varia desde
cerca de um ou mais imas de uma aparelhagem (por ex emplo,
um grupo de imas como um aparelho essencial para da r forma
e foco ao campo magnético). Uma tal aparelhagem po de

incluir, por exemplo, uma ferramenta cirargica (por

exemplo, cateteres, arames de guia, e ferramentas

secundarias, tais como lasers e baldes, agulhas de bidpsia,
sondas de endoscopia, e dispositivos similares) com um
acessorio de ponta magnética (vide, por exemplo, a patente
U.S. N°, 7.280.863 e as publicacdes dos pedidos de patentes
U.S. NO%. 200711116006, 2006/0116634, 2008/0249395,
2006/0114088 e 2004/0019447). Deste modo, de acord 0 com
algumas concretizacdes, as bactérias sdo distribuid as e
utiliza-se um ima externo para direcionar as bactér ias.

[0100]Quando a bactéria da invencdo compreende

uma nanoparticula magnética, a dita bactéria podera ser
usada para aplicar uma terapia de calor a um tumor, de
preferéncia um tumor sélido, por meio de um campo m agnético
alternado aplicado na proximidade do tumor. Nesta
concretizacdo, uma vez que uma bactéria carregada d e

nanoparticula magnética alcangcou o tumor, um campo

magnético alternativo é aplicado na proximidade do tumor,
resultando na producdo de calor por uma bactéria ca rregada
por uma nanoparticula magnética. Este tratamento t érmico
induz a destruicdo parcial ou total das células tum orais e
/ ou do(s) tumor(s). Uma vez que as células tumora is sao
mais sensiveis ao calor do que as células saudaveis (vide,
por exemplo: Overgaard et al., Cancer, 1977, 39, 2637 -

2646), a termoterapia descrita nesta exposicdo pode ra
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destruir seletivamente as células tumorais. Deste modo, de
acordo com uma concretizacdo particular, 0 método
terapéutico compreende a etapa de

i) direcionar uma bactéria de acordo com o
primeiro aspecto que compreende uma nanoparticula m agnética
para um tumor e

i) aplicar um campo magnético alternativo em

torno de ou adjacente ao tumor.

[0101] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “campo magnético alternativo” ou “campo
magneético oscilante”, refere-se a um campo magnétic 0 cuja
intensidade mudancas ao longo do tempo. De acordo com uma
concretizacdo, 0 campo magnético alternativa aplica do
durante o tratamento € caracterizado por uma frequé ncia que
se situa entre cerca de 50 k Hz e cerca de 1000 k H z, de
preferéncia entre cerca de 100 k Hz e cerca de 500 k Hz,
com maior preferéncia entre cerca de 1 00 kHz e cer ca de
200 k Hz.

[0102] De acordo com outra concretizacao,

0 campo magnético € caracterizado por uma intensida de que
se situa entre cerca de 0,1 mT e cerca de 200 mT, d e
preferéncia entre cerca de 1 mT e cerca de 100 mT, com
maior preferéncia entre cerca de 10 mT e cerca de 6 0 mT,

tipicamente entre cerca de 10 mT e cerca de 50 mT.

[0103] O valor maximo da intensidade do
campo magnético é determinado pelo valor sob o qual ele se
torna toxico para o organismo (ou seja, essencialme nte
guando ele gera correntes de Foucault). Pode ser p ossivel
gue 0os campos magnéticos de dosagens mais elevadas do que
200 mT possam ser usados na terapia se 0S mesmos mo strarem

ser nao toxicos.
[0104] De acordo com outra concretizagao,

0 método da presente invencao é caracterizado por o espaco
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de tempo durante o qual o campo magnético é aplicad 0. Este

espaco de tempo pode ficar situado entre cerca de 1 segundo
e cerca de 6 horas, de preferéncia entre cerca de 1 minuto
e cerca de 1 hora, de preferéncia entre 0,5 e 30 mi nutos,

com maior preferéncia entre 1 minuto e 30 minutos.

[0105] O tratamento térmico é aplicado de
preferéncia a pacientes anestesiados. Por essa raz ao, o
tempo durante o qual o tratamento € realizado pode ser
igual ou menor do que o espaco de tempo da anestesi a. Um

tratamento térmico pode deste modo ser realizado

potencialmente durante mais do que 6 horas, por exe mplo, se
um paciente for anestesiado durante mais do que 6 h oras.
[0106] De acordo com outra concretizacao,

0 método da presente invencdo € caracterizado pela

quantidade de bactérias associadas a nanoparticulas

magnéticas usadas durante a terapia. Esta quantida de de
bactérias associadas a nanoparticulas magnéticas-es ta
relacionada a uma carga de nanoparticulas magnética s das
bactérias e a carga de material magnético da nanopa rticula.
Esta quantidade é estimada pela medicdo da quantida de de
material magnético presente na suspensdo de bactéri as
associadas com as nanoparticulas magnéticas, que ¢é
administrada. A quantidade de bactérias associadas com as
nanoparticulas magnéticas, que precisam ser injetad as,
depende essencialmente do volume do tumor tratado, da
temperatura requerida durante o tratamento e 0 méto do de
inje¢cdo. O maior volume de tumor e a temperatura d e tumor
mais elevada requerem a maior quantidade de bactéri as
associadas com as nanoparticulas magnéticas adminis tradas.
[0107] De acordo com outra concretizagao,
a concentracdo da suspensdo de bactérias associadas com as
nanoparticulas magnéticas fica situada tipicamente entre 1

mg/ml e 100 mg/ml, de preferéncia entre 10 mg/ml e 50
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mg/ml, onde esta concentracdo representa a quantida

material magnético, de preferéncia Oxido de ferro,

maior preferéncia maghemita, contido dentro da susp
[0108]

a administracdo das bactérias associadas com as

nanoparticulas magnéticas ao paciente é repetida.

de repeticdes depende da quantidade de bactérias as

com as nanoparticulas magnéticas que € administrada

vez. Se apenas uma pequena quantidade de bactérias

associadas com as nanoparticulas  magnéticas  for
administrada de uma Unica vez, a etapa de administr
pode ser repetida diversas vezes até a quantidade d
de bactérias associadas com as nanoparticulas magné
ser administrada a um paciente.
[0109]
o tratamento térmico iniciado pela aplicacdo do cam
magnético alternativo é repetido. Os sucessivos tr
térmicos aplicados depois da administracdo de uma d
quantidade de bactérias associadas com as nanoparti
magneéticas sdo chamados de um ciclo térmico.
[0110] A

bactérias associadas com as nanoparticulas magnétic

determinada  quantidade
usadas para cada ciclo de calor pode ter sido admin

através de uma Unica administracdo ou atraves de va
administragbes  sucessivas  tal como  foi exposto
anteriormente neste contexto. Os diferentes tratame
térmicos dentro de um ciclo de calor sdo separados

outros por meio de um ciclo de repouso. O tempo de

pode ser igual a 1 segundo ou mais longo do que 1 s

de preferéncia igual a 1 minuto ou mais longo do qu
minuto, com maior preferéncia igual a 10 minutos ou

longo do que 10 minutos, de preferéncia igual ou ma

do que 30 minutos.
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[0111] De acordo com uma concretizacéo,
os diferentes tratamentos térmicos dentro de um cic lo de
calor sdo separados uns dos outros por meio de um t empo de
descanso mais longo do que aquele mencionado anteri ormente.
Este tempo de descanso pode estar situado entre 1 d ia e 15
dias.

[0112] De acordo com uma concretizagéo, o
ciclo de calor € repetido de 1 até 648 000 vezes, e m
particular 1 até 10 1000 vezes, com maior particula ridade
de 1 até 100 vezes, tipicamente de 1 até 10 vezes. A taxa
de repeticho mais alta de 648 000 vezes é estimada ao
supor-se que o tratamento € realizado durante um te mpo
muito curto, tipicamente cerca de um segundo, duran te 15
dias com um tempo de descanso muito curto, tipicame nte
cerca de um segundo de tempo de repouso separando c ada
tratamento. O numero de repeticbes do tratamento d epende
do espaco de tempo do tratamento. Preferencialment e,
quanto mais longo for o tratamento menor sera a rep eticao
necessaria a partir do momento que os outros parame tros da
terapia (tais como a intensidade e ou frequéncia do campo

magnético aplicado) sejam fixos.

[0113] A transformacao da energia
magnética para ablagdo térmica tem demonstrado ampl amente
que induz a distribuicdo de farmacos com controle e spacial
e temporal dependente das suas operacoes “liga-desl iga” do
campo magnético de alta freqiiéncia aplicada (J. Liu , Y.
Zhang, C. Wang, R. Xu, Z. Chen, N. Gu, J. Phys. Che m. C 114

(2010) 7673-7679). Como um exemplo, nanoparticulas
magnéticas com  ibuprofeno no polimero de élcool

polivinilico (PVA) e Pluronic F68, e uma camada fin a de
silica exibe comportamento de liberacdo de farmaco
desencadeada magneticamente rapida (S.H. Hu, Y.Y. C hen,
T.C. Liu, T.H. Tung, D.M. Liu, S.Y. Chen, Chem. Com mun. 47
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(2011) 1776-1778). Por essa razdo, de acordo com o utra
concretizacdo, a bactéria da invencdo que compreend e uma
nanoparticula magnética compreende além disso um ag ente
terapéutico de utilidade no tratamento de cancer. De
acordo com uma concretizacdo o agente é codificado em um
vetor capaz de expressar pelo menos um gene exdgeno que
codifica o dito agente. Nesta concretizacao, a bac téria da
invencao é transformada com o vetor. De acordo com outra
concretizacdo o agente o agente esta ligado a uma bactéria
da invencdo. O agente pode ser encadeado, ligado, fixo ou
acoplado ou anexado quimicamente a uma bactéria da invencao
ou a uma membrana de bactéria ou anexado / ligado p or meio
de quaisquer outros meios conhecidos da pessoa vers ada na
técnica. De acordo com outra concretizagcdo, o agen te é
ligado a nanoparticula de metal ou encapsulado na

nanoparticula de metal. O método para a ligacao do agente
a nanoparticula de metal ou para encapsular o agent e dentro
da nanoparticula de metal dependera da natureza do agente,

e € co conhecimento da pessoa versada na técnica.

[0114] Da forma que € utlizado neste
contexto, o termo “agente terapéutico de utilidade no
tratamento de cancer”, refere-se a um agente adequa do para
ser usado no tratamento de céancer, tais como um age nte
citotoxico, um agente antiangiogénico ou um agente
antimetastatico.

[0115] Os agentes citotéxicos que podem
ser usados de acordo com esta concretizagcdo do méto do
terapéutico da invencdo para o tratamento de cancer
incluem, sendo que ndo se fica limitado aos mesmos,
antibiéticos de antraciclina tais como doxorubicina e
daunorubicina, taxanas tais como Taxol™ e docetaxel :
alcaldides de vinca tais como vincristina e vinblas tina, 5-
fluorouracil (5-FU), leucovorin, irinotecan, idarub icina,
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mitomicina C, oxaliplatina, raltitrexed, tamoxifen,

cisplatina, carboplatina, metotrexato, actinomicina D,
mitoxantrona, blenoxana ou  mitramicina. Agentes
antiangiogénicos que podem ser usados em combinacao com 0s
anticorpos da invencéo para o tratamento de cancer incluem,
sendo que néo se fica limitado aos mesmos, um agent e
anti angiogénico selecionado a partir do grupo de
paclitaxel, 2-metoxiestradiol, prinomastat, batimas tat, BAY
12-9566, carboxiamidotriazol, CC-1088, acido acetico
dextrometorfan, acido aceético dimetilxantenona, endostatin,

IM-862, marimastat, penicilamina, PTK787/ZK 222584,

RPI.4610, lactato de esqualamina, SU5416, talidomid a,
combretastatina, tamoxifen, COL-3, neovastat, BMS-2 75291,
SU6668, anticorpos anti-VEGF, Medi-522 (Vitaxin 1) , CAl,
interleucina 12, IM862, amilorida, angiostatina, Kil -3

angiostatina, KI-5 angiostatina, Captopril, DL-alfa -

difluorometilornitina, DL-alfa-difluorometilornitin a HCl,
endostatina, fumagillina, herbimicina, 4-
hidroxifenilretinamida, juglona, laminina, hexapept ideo de

laminina,  pentapeptideo de laminina, lavendustina,

medroxiprogesterona, minociclina, inibidor de ribon uclease

placentario, suramina, trombospondina, anticorpos

direcionados contra fatores proangiogénicos (por ex emplo,
Avastin, Erbitux, Vectibix, Herceptin); inibidores de
tirosina quinase de baixo peso molecular de fatores de
crescimento proangiogénicos (por exemplo, Tarceva, Nexavar,

Sutent, Iressa); inibidores mTOR (por exemplo, Tori sel);

interferon alfa, beta e gama, IL-12, inibidores de

metaloproteinase de matriz (por exemplo, COL3, matri mastat,

batimastat); ZD6474, SUI1248, vitaxin; inibidores P DGFR (pr
exemplo, Gleevec); NM3 e 2-ME2; ciclopeptideos, tai S como
cilengitida. Agentes antimetastaticos que podem ser usados

em combinacdo com o0s anticorpos da invengdo para 0
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tratamento de cancer incluem, sendo que nao se fica
limitado aos mesmos, gualquer agente capaz de agir como um

agente antimetastético, tais como agentes de alquil acao;
antimetabolitos tais como 5-fluorouracil, pemetrexe d (MTA),
raltitrexed (TDX); agentes citotoxicos de platina, tais
como cisplatina  ou oxaliplatina; inibidores de
topoisomerase,; agentes agentes antimicrotubulos;
antraciclinas; alcaldides de plantas; inibidores de GTPase;
inibidores de angiogénese; inibidores de metaloprot einase
de matriz; inibidores de quinase do regulador do ci clo
celular, tais como quinases dependentes de ciclina e
inibidores de ciclina; inibidores de sinalizacdo de whnt;
inibidores do fator de transcricdo de EZ2F; inibidor es de
histona desacetilase; inibidores de AKT quinase ou ATPase.

Método nao terapéutico

[0116] A associacao entre a nanoparticula
de metal e a bactéria de &cido lactico ou bifidobac téria,
que é estavel sob as condicdbes de pH do estbmago, €
quebrada devido ao valor de pH relativamente elevad 0 no
intestino. Isto resulta na liberagcdo da nanopartic ula de

metais no trato intestinal (exemplo 2). Além disso ,

diferentes metais, tais como calcio ou zinco, assoc lados a
uma bactéria de acido lactico ou uma bifidobactéria séo
também liberados nas condi¢cfes tanto do estbmago qu anto do
intestino (exemplo 2, Figuras 6 e 7). Por essa raz ao, a
bactéria da invencéo, quando administrada de forma oral, é

de utilidade para a distribuicdo de um composto de

interesse no intestino de um paciente.

[0117] Deste modo, de acordo com outro
aspecto, a invencdo também se refere a um método na 0
terapéutico para a distribuicdo de um metal no inte stino de
um paciente, que compreende a administragao oral de uma

bactéria do primeiro aspecto ou uma bactéria suscet ivel de
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ser obtida por meio do método do terceiro aspecto o u uma

cultura biologicamente pura da mesma.

[0118] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “método nao terapéutico”, refere- se a um
processo, agao, aplicacao ou assemelhado em um paci ente que
(i) ndo é direcionado para a melhoria de uma condi¢ ao ou
enfermidade, diretamente ou indiretamente, ou para retardar
a progressdo de uma condicdo ou enfermidade, ou par a
melhorar um ou mais sintomas de uma condicdo ou enf ermidade

do referido paciente e (i) ndo € direcionada ao
retardamento do aparecimento do disturbio ou enferm idade,
ou prevenir o individuo de desenvolver o disturbio ou

enfermidade de qualquer modo.

[0119] Deste modo, o paciente de acordo
com o meétodo nado terapéutico da invencado nao sofre de a
enfermidade ou condicdo relacionada com uma deficié ncia de
metal ou qualquer outra enfermidade de condicdo qu e
poderia ser tratada por meio da administracdo da ba ctéria
ou da cultura da invencao e ndo esta sob um risco a umentado

de desenvolver as ditas enfermidades.
[0120] Os termos “metal” e “administracao
oral” foram definidos anteriormente em conexdo com oS

métodos terapéuticos da invencao.

[0121] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “intestino” ou “tripa”, refere-se ao
segmento do trato digestivo que se estende a partir do
esfincter pilérico do estbmago até ao anus. O term o]
intestino inclui tanto o intestino delgado, que por sua vez
compreende o duodeno, jejuno e ileo, quanto o intes tino

grosso, que compreende o cecum e o célon.

Agente de formacdo de imagem e método para

geracdo de imagens
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[0122] A bactéria da invencdo é capaz de
contrastar o trato digestivo em um método de formag ao de
imagem, tal como ressonancia magnética (exemplo 4). Por
essa razédo, de acordo com outro aspecto, a invengao refere-
se a um agente de contraste que compreende a bactér ia de
acordo com o primeiro aspecto ou a bactéria susceti vel de
ser obtida por meio do método do terceiro aspecto o u um

biologicamente puro do mesmo, em que o0 metal esta

compreendido em uma nanoparticula magnética.

[0123] Os termos “agente de formacdo de
imagem” e “agente de contraste” sdo usados neste co ntexto
indistintamente e referem-se a um composto biocompa tivel
cujo uso facilita a diferenciacdo de diferentes par tes da
imagem, pelo aumento do "contraste" entre aquelas r egides
diferentes da imagem. De preferéncia, o agente de
contraste € compreendido por um agente de contraste para

imagem de ressonancia magnética (MRI). O agente de

contraste para formacdo de imagem e ressonancia mag nética
inclui quelatos de gadolinio, quelatos de manganés,

quelatos de cromo e particulas de ferro. Os agente s de
contraste de MRI podem incluir complexos de metais
selecionados a partir do grupo que consiste de crom o (1),
manganés (Il), ferro (lll), ferro (llI), cobalto (Il ),
niquel (ll), cobre (IlI), neodimio (Ill), samario (I ),
itérbio (II1), gadolinio (111), vanadio (I1), térbi o (),
disprasio (l11), holmio (111) e érbio (111).

[0124] De acordo com uma concretizagao
particular, o agente de contraste compreende uma ba ctéria
gue compreende uma nanoparticula de metal que compr eende
ferro, com maior preferéncia O6xido de ferro, ainda com
maior preferéncia maghemita.

[0125] De acordo com outra concretizagao,

a invencao refere-se ao uso da bactéria de acordo c om o
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primeiro aspecto ou a bactéria suscetivel de ser ob tida por
meio do método do terceiro aspecto ou a uma cultura do
mesmo como um agente de contraste para formacgéo de imagem

de ressonancia magnética.

[0126] De acordo com uma concretizagao
particular a bactéria de acordo com o primeiro aspe ctoou a
bactéria suscetivel de ser obtida por meio do métod o do
terceiro aspecto ou a sua cultura pode ser administ rada de
forma oral ou intravenosa para 0 seu uso como agent es de

contraste para a formacdo de imagem de ressonancia

magnética.

[0127] Da forma que é utlizado neste
contexto, o termo “formacdo de imagem de ressonanci a
magnética” ou “MRI”, refere-se a uma técnica de ima giologia
médica mais comumente usada em radiologia para visu alizar a
estrutura e funcdo do corpo. Ela proporciona image ns

detalhadas do corpo em qualquer plano. MRI utiliza

radiacdo ndo ionizante, mas utiliza um campo magnét ico
poderoso para alinhar a magnetizacdo nuclear dos
(usualmente) atomos de hidrogénio em agua no corpo. Os
campos de radiofrequéncia sdo usados para alterar
sistematicamente o alinhamento desta magnetizacao, fazendo

com que 0s ndcleos de hidrogénio produzam um campo

magnético rotativo detectavel pelo digitalizador. Este
sinal pode ser manipulado por meio de campos magné ticos
adicionais para construir a informacdo suficiente p ara
construir uma imagem do corpo. Quando um paciente esta em

um digitalizador, os nucleos de hidrogénio (ou seja :

prétons) encontrados em abundancia no corpo de um a nimal em
moléculas de agua, alinham-se o forte campo magnéti co
principal. Um segundo campo eletromagnético que os cila sob
radiofrequéncias e fica perpendicular ao campo prin cipal, é

entdo pulsado para empurrar uma proporcado dos proéto ns para



54/65

fora de alinhamento com o campo principal. Estes p rétons,
em seguida, derivam de volta ao alinhamento com o ¢ ampo
principal, emitindo um sinal de radiofrequéncia det ectavel
guando eles o fazem. Uma vez que os protons nos di ferentes
tecidos do corpo (por exemplo, gordura versus muascu lo) se

realinham sob velocidades diferentes, as diferentes
estrutura do corpo podem ser reveladas. Agentes de

contraste podem ser injetados de forma intravenosa para
intensificar o aparecimento de vasos sanguineos, tu mores ou
inflamacdo. O MRI é usado para a imagem de cada pa rte do

corpo, mas € particularmente ati  em  condicbes
neurologicas, distarbios dos musculos e articulacte S, para
avaliar tumores e mostrar anormalidades nos vasos

sanguineos do coracao.

[0128] A bactéria de acordo com o
primeiro aspecto ou a bactéria suscetivel de ser ob tida por
meio do método do terceiro aspecto podera ser usado como um

agente de contraste para a formacdo de imagem de

ressonancia magnética de virtualmente qualquer part e do
corpo. Sem querer ficar limitado por qualquer teor ia em
particular, tanto as bactérias de acido lactico qua nto as
bifidobactérias sdo reportadas como sendo atraidas pelos
ambientes de tumores hip6xicos e, consequentemente, estas
bactérias sdo especialmente (teis para a formacdo d e

imagens dos tumores sélidos.

[0129] De acordo com uma concretizagao
particular, a bactéria de acordo com o primeiro asp ecto ou
a bactéria suscetivel de ser obtida por meio do mét odo do
terceiro aspecto ou a sua cultura é se utilidade co mo um
agente de contraste para formacdo de imagem de ress onancia
magnética do trato digestivo. Da forma que é utili zado
neste contexto, o termo “trato digestivo”, refere-s eaum a

série de orgaos ocos unidos em um tubo de torcéo, | ongo,
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que vai da boca ao anus. O trato digestivo inclui  a boca,
esofago, estbmago, intestino delgado, intestino gro SSO ou
célon e reto.

[0130] De acordo com outra concretizagao,
a invencao refere-se a um método para a formacgéo de imagem
de ressonancia magnética do trato digestivo de um p aciente,

0 qual compreende:

0] administrar de forma oral ao dito paciente a

bactéria de acordo com o primeiro aspecto, a bactér ia
suscetivel de ser obtida por meio método do terceir 0
aspecto, uma cultura do mesmo ou um agente de contr aste de
acordo com a invencgdo, em que 0 metal esta compreen dido em

uma nanoparticula/ e
(i) detectar as nanoparticulas de metais no

trato digestivo do paciente.

[0131] Os termos “formacdo de imagem de
ressonancia magnética”, “trato digestivo”, “pacient e”,
“administracdo oral” foram definidos anteriormente neste
contexto.

[0132] A etapa de detectar as
nanoparticulas de metais no trato digestivo do paci ente
pode ser realizada por uma pessoa versada na técnic a, de
preferéncia um facultativo ou técnico especializado , por

meio de digitalizagdo com equipamento de RMI.

[0133] A parte do trato digestivo que
pode ser contrastada por meio d método de formacao de
imagem da invencdo dependerd do tempo decorrido ent re a
administracdo oral da bactéria ou cultura da inveng ao e a

deteccdo das nanoparticulas de metais por meio de
digitalizacdo do trato digestivo do paciente. Por essa
razdo, de acordo com uma concretizacdo do método de

formacdo de imagem de ressonancia magnética, a

digitalizacdo é realizada entre 1 e 5 horas depois da
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administracao oral, de preferéncia 3 horas depois d a
administracao oral, proporcionando deste modo a ima giologia
do estdbmago ou entre 6 e 24 horas depois da adminis tracéo
oral, de preferéncia 24 horas depois da administrag ao oral,
proporcionando deste modo a imagiologia do intestin 0.

[0134] A invencdo encontra-se descrita

por meio dos exemplos seguintes, que s80 meramente
ilustrativos e nao limitativos do escopo da invenca 0.
EXEMPLO 1

Bactérias magnéticas artificiais como nano imas

sob a temperatura ambiente

Materiais e métodos

Preparacdo de bactérias com nanoparticulas de

maghemita

[0135] Uma de bactérias foi preparada e
mantida sob 37°C e agitacdo durante 24 h. entéo, a cultura
bacteriana foi mantida no gelo para resfriar as bac térias,
as bactérias foram coletadas por meio de centrifuga céo sob
100 g e a densidade o6ptica foi medida sob 600 nm pa ra

captar 1x10 9 cfu/ml. As bactérias foram ressuspensas

cuidadosamente em 1 ml de solucdo de MgCI2-CaCl2 ge lada
(174,02 g de CaCl2:2H20 e 203,02 g de MgCI2:6H20 e

dissolver as mesmas em 1L de agua destilada) para | avar
todas as impurezas e bactérias foram coletadas sob 3000 g,
10 min. Depois disto, os tubos foram mantidos em p osicao
invertida durante 1 min. para que a agua fosse dren ada e
entdo 66,6 ul de uma solugdo das nanoparticulas de

maghemita (0,95 M) sob pH 2 foram misturadas com as
bactérias. A mistura foi preenchida com agua até 1 ml e as
bactérias foram coletadas por meio de centrifugacao sob 100
g, 20 min., para remover 0 excesso de ions.

[0136] Nanoparticulas de maghemita foram

preparadas de acordo com o método de Massart (Massa rt, R.
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IEEE Trans. 1981,
coprecipitacdo de sais de

Magn. 1247-1248) por meio
Fe(ll) e Fe(ll) em
estequiometria de 0,5. Pelo ajuste do pH (12 e 11

6 nm, respectivamente) e intensidade i6nica (2 e 1

durante 4 e 6 nm, respectivamente), a dimensdo das
nanoparticulas de magnetita resultantes pode ser co
(Vayssieres, L.; Chaneac, C.; Tronc, E.; Jolivet, J
Colloid Interface Sci. 1998, 205, 205-212).

solucbes foram cuidadosamente desarejadas com argbn

Todas

Depois de oxidacdo, obteve-se um coloide de maghemi
nanoparticulas estavel sob pH 2.
Resultados
[0137]

metodologia eficiente e simples de sintetizar bacté

Neste contexto, relata-se
magneéticas artificiais pela deposicdo de nanopartic
magnéticas em uma plataforma biologica tal como é a
superficie da bifidobactéria gram positiva. A carg
negativa da superficie externa das bactérias e a ca
positiva das nanoparticulas permitem a interacao.
possibilidade desta interacdo eletrostatica por req
presenca dos biofilmes de EPS. Mais interessante,
mostrado que a orientacdo e a manipulagdo das bacté
magnéticas artificiais quando

formadas por um campo

magnético externo também ¢é possivel. Além disso, a
orientacdo magnética ocorre sob a temperatura ambie
fato que prevé diversas e atrativas aplicagcbes em
diferentes dispositivos magnéticos de gravacao. A
metodologia envolve condi¢des suaves e pode ser ada
fabricacdo em grande escala, o que permite a produ
componentes mais baratos, ambientalmente mais favor
para dispositivos do futuro.

[0138] A deposicdo é conduzida por
existentes entre

de interacOes eletrostaticas

para 4 e
M NaNO3
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nanoparticulas de maghemita positivas (8 nm de tama
totalidade da superficie externa das bifidobactéria
interacdo fisica € controlada pela alteracdo da car
superficie das nanoparticulas de maghemita, de form
gue o nivel de adsor¢do das nanoparticulas de maghe
bifidobactérias exibe nivel de inser¢cdo distinto e
altamente controlavel. A Figura 1 mostra a distrib
densidade de particulas como uma funcdo de uma carg
superficie de nanoparticula magnética. Tal como po
observado, as nanoparticulas de maghemita positivas
anexadas de forma seletiva a casca de peptidoglican
enquanto que as negativas ndo exibem qualquer afini
para a deposicéao (b).
[0139]

observadas quando Bifidobactéria breve

incubadas com nanoparticulas de maghemita de dimens ao de 8-
nm sob pH 2 para proporcionar solucbes homogéneas v ermelhas
gue foram centrifugadas e lavadas com uma solucéo d e NaCl
por cinco vezess. As solucdes foram examinadas por meio de
Microscopia Eletrbnica de  Transmissdo [Transmission
Electron Microscopy (TEM)]. Uma imagem tipica obti da a
partir do material mostra ndcleos densos de elétron s
distintos, que séo de forma e dimenséao regular (Fig ura 2).
[0140] O didmetro médio foi medido
estatisticamente como sendo de 8+0,5 nm. Espectrosc opia de
energia dispersiva confirmou que as particulas cont inham
Fe, que nao foi detectado no lado externo das parti culas.
[0141] Grande acumulacgao de
nanoparticulas magnéticas tem lugar na casca extern a de
bactérias formando como que um pudim de ameixa, ond e as

nanoparticulas  magnéticas sdo “ameixas” carregadas

positivamente circundadas por um “pudim” carregado

negativamente, formado pela rede de peptidoglican.

nho) e a
s. A
ga da
a tal

mita nas

uicao de
a de

de ser
sao

(a)
dade

As condi¢cbes mais favoraveis foram

em meio de MRS foram
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[0142] As bactérias marcadas com
nanoparticulas de maghemita sdo facilmente dispersa s em
agua formando uma solugdo de cor vermelho escuro.
Centrifugagdo seguida por lavagem nao remove as
nanoparticulas da superficie das bactérias, assinal ando a
forte interacdo entre as nanoparticulas e a rede de
peptidoglican.  As bactérias magnéticas sao facilme nte
orientadas em baixos campos magnéeticos e podem ser

removidas das solucbes por meio de pequenos imas

permanentes (Figura 3). A orientacdo nos baixos ca mpos
magnéticos sob a temperatura ambiente foi inesperad a uma
vez que tinha sido mostrado que apenas nanoparticul as de
maghemita maiores do que 20 nm sdo atraidas a parti r da
solucéo por gradientes magnéticos modestos. O fato de que

as bactérias magnéticas se comportam como imas a
temperatura ambiente aponta para a existéncia de um a ordem

magnética longa, devido a interacdo dipolar como

consequéncia do grande acumulo e curtas distancias entre as
nanoparticulas na casca da peptidoglican. Neste se ntido, é
interessante notar que a solucdo amarela de fundo o btida
depois da aplicagdo dos imas (Figura 3b) que contin ha
somente nanoparticulas de maghemita ndo se mover co m a
aplicacdo de um campo magnético externo, ou seja, a s
nanoparticulas de maghemita de 8 nm ndo séo atraida s pelo

im& permanente.

[0143] Além disso, a solugcdo de cor
amarela de fundo obtida depois da separagcdo magnéti ca
(Figura 3b) é isenta de bactérias. Isto demonstra que i)
todas as bactérias foram marcadas com nanoparticula S
magnéticas, i) as bactérias atuam como bio-plantaf ormas
onde ocorre longa ordem magnética entre nanoparticu las de

maghemita com dimensao de 8 nm.
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[0144] Uma vez que estas bactérias
magnéticas podem mover-se na presenca de um gradien te de

campo magnético sob baixa temperatura ambiente, o0s

inventores ensaiaram a formacdo de pelicula orienta da
magneticamente pela aplicacdo de um campo magnético externo

a uma Uunica gota de bactérias magnéticas artificiai S
depositada em diferentes substratos. A fim de visu alizar

as bactérias magnéticas, estas foram previamente ma rcadas
com o corante fluorescente SYTO 9 (verde), que é co mumente
utilizado para bactérias vivas de rotulagem. Como um
exemplo a Figura 4 mostra o efeito de um modesto im a
permanente nas bactérias magnéticas artificiais qua ndo

depositadas em vidro de polilisina.

[0145] As bactérias magneéticas
artificiais fluorescentes comportam-se como imas so b a
temperatura ambiente e sdo alinhadas seguindo as li nhas do
campo magnético externo que dao origem a uma organi zacao
nano estruturada de bactérias magnéticas em que a p osicdo e
orientacdo de nano-objetos séo controladas por meio de uma

entrada externa (0 campo magnético).
[0146] Em concluséo, a presente invencao
mostra a possibilidade de se prepararem bactérias

magnéticas artificiais e a possibilidade de control ara
orientacdo magnética destes nano objetos sob a temp eratura
ambiente. Esta etapa é crucial no uso deste sistem a no

registro de dispositivos magnéticos.
EXEMPLO 2
Estudo de distribuicdo de ferro, calcio e zinco

Materiais e métodos
Bactérias com minerais (adaptadas a partir de
Sambrook J, Russell DW (2001). Molecular cloning: A
laboratory manual. 3rd ed. Cold Spring Harbor (NY): Cold

Spring Harbor, Laboratory Press.132-150)
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[0147] Preparou-se uma carga de quatro
tipos diferentes de amostras: a) Somente bactérias

(controle), b) bactérias com calcio, c) bactérias c om
célcio e zinco e finalmente d) bactérias com calcio , Zinco
e ferro.

[0148] O procedimento geral foi o
seguinte:

1. Medi¢do do O.D. 600 da cultura de 24 horas de
L. fermentum  para coletar 2x10 9 de células/ml.
2. Resfriamento das culturas para 0°C pelo

armazenamento de tubos em gelo durante 10 minutos.

3. Recuperacdo das células por meio de
centrifugacéo sob 3000 g, 20 minutos sob 4°C.

4, Decantacdo do meio a partir das pilulas de
células. Dispor os tubos numa posicao invertida so bre um
chumaco de toalhas de papel durante 1 minuto para p ermitir

gue os ultimos vestigios dos meios sejam drenados.
5. Ressuspender cada pilula por agitacdo ou
vortex suave em 1 ml de solucdo gelada de MgCl 2-CaCl »
(174.02 g de CaCl 2¢2H 0 e 203.02 g de MgCl 2*6H 20 e dissolver
as mesmas em 1L de agua destilada).

6. Recuperar as bacterias por meio de
centrifugacéo sob 3000 g durante 20 minutos sob 4°C.

7. Decantar o meio a partir das pilulas de
células. Dispor os tubos numa posicéo invertida so bre um
chumaco de toalhas de papel durante 1 minuto para p ermitir

gue os ultimos vestigios dos meios sejam drenados.

8. Ressuspender a pilula por agitagdo ou vortex
suave em 1 ml de 0,5 M CacCl 2 gelado.

9. Adicionar 5 pl de Zn(NO  3) 2 -4H 20 (1M).

10. Recuperar as Dbactérias por meio de
centrifugagéo sob 3000 g durante 20 minutos sob 4°C.
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11. Adicionar 100 ul de nanoparticulas de
maghemita (0,95 M, pH 2-5) a pilula isolada.

Nota 1: quando se prepara o controle somente com
bacterias (controle), depois da etapa 7, ressuspend e-se a
pilula por agitacdo ou vortex suave em 1 ml de &gua
destilada e entédo pula-se para a etapa 11.

Nota 2: quando se preparam as bactérias somente
com CaCl » removem-se as etapas 9 e 10.

Nota 3: quando se preparam as bactérias com
CaCl, e Zinco remove-se a etapa 11.

Nota 4: quando se preparam as bactérias com
CaCl,, zinco e ferro, a sequéncia seguida para adicionar
minerais foi compreendida por, calcio , zinco e ferro.

12. Transferir os tubos para uma prateleira
colocada num banho de agua circulante pré aquecida a 42°C.
Armazenar o0s tubos na prateleira durante exatamente 90
segundos. N&o sacudir os tubos.

13. Transferir rapidamente os tubos para um
banho gelado. Permitir que as bactérias sejam cong eladas
dfurante 1-2 minutos.

14. Recuperar as bactérias por meio de
centrifugacéo sob 3000 g durante 20 minutos sob 4°C.

15. Lavar as bactérias duas vezes em agua
destilada.

[0148] As amostras de bactérias
resultantes foram incubadas em suco gastrico e
gastrointestinal sob 37°C com agitacdo continua (17 0 rpm).
Coletou-se uma amostra de 1 ml de hora em hora até

completar 6 horas no caso da simulacdo de suco gést rico e
de 4 horas no caso da simulacdo de suco gastrointes tinal.
A liberagdo de metal foi analisado por absorcéo ato mica e

ICP (espectrometria de plasma massa acoplada

indutivamente).
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[0149] Composicdo de  suco  gastrico

simulado: Suco gastrico simulado foi preparado pela

dissolucéo de pepsins (0,01 g), mucina gastrica (O, 0159g) e
NaCl (0,088 g) em 10ml de agua destilada com pH de 1,3
ajustado mediante utilizagdo de 1M HCI.

[0150] A composicdo final da amostra na
célula de reacgdo foi por essa razdo, 1 mg/ml de pep sina,
1,5 mg/ml of3 mucina gastrica e 8,8 mg/ml de Nacl ( 0,15
mM).

[0151] Composicao de suco
gastrointestinal simulado: Suco gastrointestinal si mulado
foi preparado pela dissolucdo de extrato by dissol ving
extrato de bile (0,05 g), lipase (0,016 g) e CaCl2 (0,007
g em 10 ml de &gua destilada com pH de 7,0 ajustad 0
utilizando-se 1M HCI ou NaOH.

[0152] A composicdo final da amostra na
célula de reacéo foi por essa razdo, 5 mg/ml de ext rato de
bile, 1,6 mg/ml de lipase, 5 mM de CacCl 2.

Resultados

[00153] As amostras (M1-M18) de L.
fermentum  preparadas especialmente com maghemita foram
colocadas em vasos apropriados que continham sucos de
estdmago e de intestino simulados como apropriados e foram
incubados sob 37°C com agitagdo continua. As amost ras
foram coletadas sob os seguintes tempos: 0, 1, 2, 3 ,4,5e
6 horas. as amostras foram centrifugadas para se d ecantar
as bactérias e 900 ul dos sobrenadantes foram colet ados
para analise. Os resultados mostram uma pequena li beracao
de Fe sob condicbes do estdmago. A liberacdo €
significativamente mais alta sob as condi¢cbes do co lon e
ocorrem a maior parte das vezes na primeira hora (F igura

5).
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[00154] Seguindo-se 0 mesmo protocolo, a
liberacdo de metal de célcio e zinco foi analisada na
presenca e auséncia de nanoparticulas magnéticas (F iguras 6
e’7).

EXEMPLO 3

Inclusdo de metal na sup da bactéria

Materials e métodos

[00155] A microscopia  eletrdnica  de
varredura (SEM) é uma das técnicas mais poderosas p ara
estudar a superficie de estrutura finas. Imagens d e SEM
foram registradas pelo uso de um Microscopio de Var redura
Eletronica Zeiss SUPRA40VP (Scanning Electron Micro scope)
acoplado com analisador de raios-X de energia dispe rsiva
(EDX) X-Max 50 mm. A EDX €& uma técnica analitica u sada
para andlise elementar ou caracterizacdo quimica. As
amostras foram revestidas com carbono pelo método d e

descarga de arco para SEM-EDX.

Resultados

[00156] A espectroscopia de raios-X de
energia dispersiva foi usada para se determinar a
composicdo  elementar da  superficie de  bactérias
individuais. A imagem SEM da Figura 8a mostra as b actérias
depois da incubacdo com Ca 2+, O espectro de EDX mostrou o
pico K o sob 3,8 eV caracteristico de Ca, representando um
valor em torno de 10% em peso (Figura 8b).

[00157] A imagem SEM da Figura 9a mostra
as bactérias depois da incubacdo com maghemita e Ca 2+ 0
espectro de EDX exibiu os picos K o sob 6,2 eV e 3,8 eV
caracteristicos do Fe e Ca, respectivamente (Figura 9b). O
ferro representa um valor de cerca de 20%, em peso, ao

mesmo tempo em que a percentagem de calcio é de 10%
EXEMPLO 4
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Bactérias que contém nanoparticulas de
maghemitacomo agente de contraste de MRI oral

Materiais e métodos

[00158] Realizaram-se medi¢cbes de MRI com
um sistema 4.7T Biospec Tomograph System (Bruker,
Karlsruhe, Germany) operando sob 200 MHz e equipado com um
ima de furo de 33 cm (Oxford Ltd., UK).

Experiéncias In vivo

[00159] Nas experiéncias in Vvivo,
utilizaram-se camundongos Balb-c normais pesando ce rca de
20 g. Agentes de contraste foram administrados de forma

oral sob diferentes doses de Fe.

Resultados
[00160] A MRI €& uma modalidade néo
invasiva das mais poderosas para o diagnostico de m uitas

enfermidades em seres humanos.
[00161] Foi testada a eficiéncia em

contrastar imagens de ressonancia magnética MRI das

bactérias uma vez que as nanoparticulas de maghemit a foram
marcadas. As vantagens principais do sistema sdo a S
seguintes:

1. As bactérias servem como carreadores orais

das nanoparticulas de maghemita superparamagnéticas

2. As bactérias nao distribuem nanoparticulas
de maghemita no estdbmago e por essa razao, Imagens de MRI
podem ser coletadas (Figura 10). E necessario o co ntrole
dos niveis de saturagdo das particulas nas bactéria s oua

quantidade de bactérias para uma étima aquisicdo RM l.

3. As bactérias liberam as nanoparticulas de
maghemita quando o pH sobre e por essa razao ocorre uma
distribuicdo destas particulas durante o seu desloc amento

ao longo dos intestinos (Figura 11).
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REIVINDICACOES

1. Bactéria caracterizada por ser selecionada a
partir de uma bactéria de &acido latico ou uma bactéria do
género Bifidobacterium, a Dbactéria de 4&cido 1latico e a
bactéria do género Bifidobacterium compreendendo pelo menos
uma nanoparticula de metal diretamente ligada a sua
superficie através de interacdes eletrostédticas, em que

a nanoparticula de metal ¢é uma nanoparticula
magnética ou

a nanoparticula de metal é uma nanoparticula em
que o metal dela estd na forma de um 6xido.

2. Bactéria, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que a nanoparticula de metal
compreende um metal selecionado a partir do grupo que
consiste em ferro, manganés, cobalto, niquel, céalcio,
zinco, magnésio, potéssio, cobre, cromo, selénio, silicio,
iodo e combinacdes destes.

3. Bactéria, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizada pelo fato de que o 6xido de metal é 6xido de
ferro.

4. Bactéria, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizada pelo fato de que o 6xido de ferro é
selecionado a partir do grupo gque consiste em magemita,
magnetita, hematita, goetita e ferridrita.

5. Bactéria, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por compreender adicionalmente pelo menos um
metal adicional diferente do metal dentro da nanoparticula
de metal, em qgque o pelo menos um metal adicional é
compreendido na nanoparticula de metal conforme definida na
reivindicacdo 1 ou dentro de uma nanoparticula de metal
diferente e separada.

6. Bactéria, de acordo com a reivindicacédo 5,

caracterizada pelo fato de que o pelo menos um metal
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adicional é selecionado a partir do grupo que consiste em
ferro, manganés, cobalto, niquel, calcio, zinco, magnésio,
potéassio, cobre, cromo, selénio, silicio, iodo e
combinacdes destes.

7. Bactéria, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por compreender adicionalmente pelo menos um
metal adicional diferente do metal dentro da nanoparticula
de metal, em que o pelo menos um metal adicional &
compreendido na nanoparticula de metal conforme definida na
reivindicacdo 1 ou dentro de uma nanoparticula de metal
diferente e separada, em que o) metal dentro da
nanoparticula de metal conforme definida na reivindicacédo 1
é 6xido de ferro e em que o pelo menos um metal adicional é
selecionado a partir do grupo que consiste em ferro,
manganés, cobalto, niquel, cdlcio, zinco, magnésio,
potéssio, cobre, cromo, selénio, silicio, iodo e uma
combinacdo destes.

8. Bactéria, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo fato de que a nanoparticula possui um
tamanho entre 2 e 50 nm.

9. Bactéria, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizada pelo fato de que a bactéria de acido latico é
selecionada a partir do grupo que consiste em Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus salivarius e Lactobacillus bulgaricus e a
bactéria do género Bifidobacterium é selecionada a partir
do grupo que consiste em Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantum e
Bifidobacterium animalis.

10. Método para a obtencdo de uma Dbactéria

selecionada a partir de uma bactéria de acido latico ou uma
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bactéria do género Bifidobacterium, a bactéria de acido
latico e a bactéria do género Bifidobacterium compreendendo
pelo menos uma nanoparticula de metal diretamente ligada a
sua superficie através de interacdes eletrostaticas, em que

a nanoparticula de metal ¢é wuma nanoparticula
magnética ou

a nanoparticula de metal compreende um metal na
forma de um 6xido na dita nanoparticula de metal,

o método caracterizado por compreender colocar a
referida bactéria em contato com a pelo menos uma
nanoparticula de metal, em que o referido contato é
realizado na presenca de pelo menos um sal de um céation
bivalente e a uma temperatura em gque o crescimento da
referida bactéria é substancialmente reduzido e a um pH em
que a referida nanoparticula possui uma carga eletrostéatica
superficial positiva.

11. Bactéria caracterizada por ser obtida através
do método conforme definido na reivindicacdo 10.

12. Cultura biologicamente pura, produto
alimenticio ou composicdo farmacéutica caracterizada por
compreender uma bactéria conforme definida na reivindicacéo
1, em gque a composicdo farmacéutica compreende ainda um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

13. Uso de wuma Dbactéria conforme definida na
reivindicacdo 1, caracterizado por ser na fabricacdo de um
medicamento para o tratamento e/ou prevencdo de uma doenca
ou condicdo associada a uma deficiéncia de metal, em que a
bactéria compreende o metal que é deficiente na referida
doenca ou condicdo, e em gque a bactéria é administrada por
via oral.

14. Uso de wuma bactéria conforme definida na
reivindicacdo 1, caracterizado por ser na fabricacdo de um

medicamento para o tratamento e/ou prevencdo de céncer, em
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que o metal estd compreendido em uma nanoparticula
magnética.

15. Método nédo terapéutico para a liberacdo de um
metal no intestino de um individuo caracterizado por
compreender a administracdo oral de uma bactéria conforme
definida na reivindicacédo 1.

16. Agente de contraste caracterizado por
compreender uma bactéria conforme definida na reivindicacéo
1 e um veiculo adequado.

17. Agente de contraste, de acordo com a
reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de que a
nanoparticula magnética compreende um metal na dita
nanoparticula magnética.

18. Método para a ressonédncia magnética por
imagem do trato digestivo de um individuo caracterizado por
compreender:

(1) administrar por via oral ao referido
individuo uma bactéria conforme definida na reivindicacéo
1;

(ii) detectar as nanoparticulas de metal no trato
digestivo do individuo.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 18,
caracterizado pelo fato de que a deteccéo das
nanoparticulas de metal no trato digestivo do individuo é
realizada entre 1 e 5 horas apds a administracdo oral,
obtendo assim imagens do estdmago, ou entre 6 e 24 horas
apdés a administracdo oral, obtendo assim imagens do

intestino.
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FIG. 1
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HV: 300kV

FIG. 1 (cont.)
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FIG. 2

FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 10
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