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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "FORMULA
INFANTIL PARCIALMENTE HIDROLISADA DE BAIXA LACTOSE".

Campo da Invencao

A presente invengdo refere-se a férmulas infantis parcialmente
5 hidrolisadas de baixa lactose.

Antecedentes
A alergia alimentar é uma sindrome clinica imunologicamente

mediada que se desenvolve apds a ingestdo de um produto dietético. A rea-
¢ao adversa que acompanha a alergia alimentar é frequentemente uma rea-

10 ¢do imediata mediada pela imunoglobulina (IgE), de outro modo conhecida
como alergia alimentar & proteina. Host, A., et al., Dietary Products Used in

/ Infants for Treatment and Prevention of Food Allergy, Arch. Dis. Child 81:80-
84 (1999). Os sintomas de alergia alimentar & proteina incluem angioedema;
urticaria, eczema, asma, rinite, conjuntivite, vdmito ou anafilase.

15 | A alergia ao leite de vaca € a alergia alimentar a proteina mais
comum em criangas jovens e ocorre em cerca de 2% a 3% de todos os lac-
tentes. Sampson, H.A., Food Allergy. Part 1: Inmunopathogenesis and Clini-
cal Disorders, J Allergy Clin Immunol. 103:717-728 (1999). Uma possivel
explicacdo para a prevaléncia de alergia ao leite de vaca dentre as crian¢as

20 é que a proteina de leite de vaca intacta, que é encontrada nas férmulas in-
fantis mais convencionais, é o alérgeno mais precoce e mais comum que 0s
lactentes estdo expostos. Em adig&o, os lactentes podem ser especialmente
suscetiveis a alergia ao leite de vaca porque a sua mucosa intestinal tem
uma maior permeabilidade & macromoléculas incompletamente digeridas do

25 que os adultos. Moran R., Effects of Prolonged Exposure to Partially Hy-
drolyzed Milk Protein, J. Pediatr. 121:590-S4 (1992).

Embora ndo haja tratamento conhecido que possa curar comple-
tamente a alergia ao leite de vaca, pode ser possivel evitar ou diminuir a a-
lergia ao leite de vaca e a outras alergias em lactentes através do consumo

30 de férmulas de proteinas hidrolisadas. Foi mostrado que o consumo de for-
mulas infantis tendo proteinas parcial e extensivamente hidrolisadas em lu-

gar de férmulas convencionais tendo apenas proteinas intactas pode reduzir
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o risco de futuras alergias em lactentes. /d. Assim, se um infante tiver uma

histéria familiar de alergias, o consumo de férmulas de proteinas hidrolisa-

das pode reduzir o risco daquela crianga desenvolver uma alergia no futuro.

Formulas de proteinas hidrolisadas podem ser caracterizadas
como extensivamente hidrolisadas ou parcialmente hidrolisadas. As formulas
infantis contendo proteinas extensivamente hidrolisadas (EHF) sao basea-
das em leite de vaca, mas as proteinas foram tratadas com enzimas para
decompor a maioria das proteinas que causam 0s sintomas relacionados a
alergia. Um exemplo de uma EHF comercialmente disponivel é Enfamil® Nu-
tramigen®. Ela é uma férmula infantil hipoalergénica para lactentes a termo
que sdo sensiveis as proteinas intactas em foérmulas de leite de vaca e de
soja. Férmulas infantis contendo proteinas parcialmente hidrolisaveis (PHF),
por outro lado, foram tratadas com enzimas para decomporem apenas al-
gumas das proteinas do leite.

Idealmente, qualquer férmula infantil, incluindo PHF, deveria si-
mular o leite humano tdo proximamente quanto possivel. No leite humano,
ha duas proteinas principais, proteina do soro e caseina. A proteina do soro
do leite tipicamente compde cerca de 60% da proteina no leite humano, en-
quanto que a caseina compde cerca de 40%. Lonnerdal, B., Biochemistry
and Physiological Functions of Human Milk Proteins, Am. J. Clin. Nutr.
42:1299-1317 (1985). |

Em adi¢do a simulagdo da quantidade 'de proteina no leite hu-

" mano, um PHF nao deveria causar ou exacerbar as dificuldades na absor-

cdo de carboidratos. O carboidrato principal na férmula infantil baseada em
leite é a lactose. A lactose é um dissacarideo de glicose e galactose e a en-
zima lactase é requerida para o corpo digerir a lactose. Se a lactase, que
esta localizada na membrana superficial das células epiteliais intestinais, nao
estiver presente em quantidades suficientes, .o corpo pode ser incapaz de
digerir completamente a lactose. Esta condi¢do, que € comumente conheci-
da como intolerancia a lactose, pode conduzir a sintomas tais como disten-
sdo abdominal, gases, célicas e diarréia.

Uma forma de evitar os efeitos colaterais indesejaveis da intole-
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rancia a lactose é fornecer uma férmula infantil de baixa lactose para suple-
mentagdo nutricional ou substituigdo do leite humano. Uma formula infantil
de baixa lactose tipicamente tem uma pequena percentagem de carboidratos
contendo lactose. A quantidade de carboidrato restante é derivada de qual-
quer fonte, tal como soélidos de xarope de milho.

Varias férmulas infantis foram descritas, mas nenhuma propor-
cionou os beneficios combinados da presente inven¢ado. Por exemplo, a Pa-
tente U.S. N2 5.405.637 concedida a |
Martinez, et al. refere-se a um hidrolisado parcial de proteina de leite e for-
mula infantil contendo o mesmo. A patente nao descreve, no entanto, uma
férmula infantil tendo um teor de lactose entre cerca de 0% e 60%. Adicio-
nalmente, embora a referéncia descreva um grau de hidrélise entre cerca de
6 & 9%, o hidrolisado de proteina da referéncia de Martinez nao descreve
tendo o peso molecular do hidrolisado de proteina empregado na presente
invengao. ' _ '

A Patente U.S. N2 6.777.931 concédida a Kratky refere-se a uma
formula infantil tendo um baixo teor de treohina. Embora a referéncia discuta
o uso de proteina do soro do leite e caseina, a proteina do soro do leite usa-
da é modificada de tal modo que o caseino-glio-macropeptideo (c'GMP) foi
removido. Adicionalmente, a referéncia ndo descreve uma formula infantil
tendo um hidrolisado parcial com o perfil de peso molecular particular como
na presente invengao.

A patente U.S. N® 6.162.472 concedida a Giriffin, et al, refere-se
a uma férmula infantil compreendida por caseina e proteina do soro do leite
e tendo um teor de lactose menor do que 20%, mas ndo descreve uma for-
mula de hidrolisado parcial.

A Patente N° 6.171.621 concedida a Braun, et al., a Patente u.s.
6.863.918 concedida a Bindels, et al., e a Patente U.S. 6.194.009 concedida
a Kamarel todas referem-se a varias férmulas infantis e produtos nutricionais
baseados em hidrolisados de proteina. Adicionalmente, os hidrolisados par-
ciais das varias patentes ndo descrevem hidrolisados com o peso molecular

empregado no presente pedido.
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'Resumidamente, a presente invencdo é dirigida a uma nova
férmula infantil compreendendo um componente de carboidratos composto
de entre cerca de 0% e 60% de lactose, em que as referidas percentagens
sdo baseadas no peso total dos carboidratos presentes na férmula; e um
componente de proteinas de proteina do soro do leite e caseina parcialmen-
te hidrolisadas, em que a relacdo de proteina do soro do leite para caseina
situa-se entre cerca de 50:50 e 70:30 e em que o hidrolisado de proteina tem
os peptideos distribuidos sobre a faixa da distribuicdo de peso molecular,
como uma fungdo da sua massa molar, conforme estd mostrado na Tabela
1.

Tabela 1
\ Massa Molar % da Distribuigao de
(em Daltons) . v Peso Molecular
< 500 11-20
500-1000 25-38
1000-2000 . 27-30
2000-3000 8-16
3000-5000 . 13-10
> 5000 - 2-11

Dentre as varias vantagens descobertas serem obtidas através
da presente ihvengéo, o hidrolisado parcial de prdteina do leite tem uma
composicdo de proteinas similar aquela do leite humano, e melhor sabor, e
melhores propriedades emulsificantes. Adicionalmente, a presente invengao
induz um efeito ativador menor para a resposta do anticorpo IgC do que o
leite de vaca intacto. Assim, a presente invengédo pode ter um reduzido po-
tencial imunogénico.

Descricao Detalhada das Modalidades Preferidas
Referéncia ira agora ser feita em detalhes s modalidades da

inveng¢ao, um ou mais exemplos das quais estdo apresentados abaixo. Cada
exemplo é fornecido a titulo de explicagdo da invengéo, néo de limitagao da

invencdo. Na realidade, serd evidente apara aqueles versados na técnica
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que varias modificagdes e variagdes podem ser feitas na presente invengao
sem se afastar do escopo e espirito da invengdo. Por exemplo, as caracte-
risticas ilustradas ou descritas como parte de uma modalidade podem ser
usadas em outra modalidade para produzir ainda uma modalidade adicional.

Assim, pretende-se que a presente inven¢éo cubra tais modifi-

cacgdes e variagdes como estando dentro do escopo das reivindicagoes ane-

xas e seus equivalentes. Outros objetos, caracteristicas e aspectos da pre-
sente invengdo sdo descritos ou ficam dbvios pela descricao detalhada a
seguir. Deve ser entendido por alguém versado na técnica que a presente
discussdo é uma descrigdo de modalidades exemplares, e ndo se pretende
que seja limitadora de aspectos mais amplos da presente invengao.
Definicoes '
Conforme usado neste relatério, o termo "baixa lactose" significa
um teor de lactose menor do que 100%, incluindo 0% de lactose.
O termo "grau de hidrélise" significa a extensao na qual as liga-
coes peptidicas sdo rompidas por uma reagdo de hidrélise enzimatica. A
medigdo mostra que o numero de ligagoes peptidicas eépecificas rompidas
na hidrdlise como uma percentagem do numero total de ligagGes peptidicas
especificas presentes na proteina intacta. |
O termo "probidtico" significa um microorganismo que exerce
efeitos benéficos sobre a saude do hospedeiro. ’
Conforme usado neste relatorio, o termo "prebioético” significa um
ingrediente de alimento ndo digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro
estimulando seletivamente o crescimento e/ou a atividade de uma ou de um
numero limitado de bactérias no célon que pode melhorar a saude do hos-
pedeiro.
O termo “"paciente" significa qualquer mamifero, preferencial-
mente um ser humano.
_ Conforme usado neste relatorio, o termo "lactente" significa um
ser humano com menos do que cerca de um ano de idade.
 Conforme usado neste relatério, o termo "férmula infantil" signifi-

ca uma composi¢ao que satisfaz as necessidades de nutrientes de um lac-
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tente sendo um substituto do leite humano. Nos Estados Unidos, o contetdo
de uma férmula infantil é ditado pelos regulamentos federais descritos em
C.F.R. 21, Secdes 100, 106 e 107. Esses regulamentos definem niveis de
macronutrientes, vitaminas, minerais, e de outros ingredientes em um esfor-
¢o para estimular as propriedades nutricionais e outras propriedades do leite

do seio humano.

Invencéo
De acordo com a presente invengao, foi descoberta uma nova

formula infantil. A férmula.infantil tem um baixo teor de lactose e compreen-
de uma mistura de proteina do soro do leite e caseina parcialmente hidroli-
sadas. O hidrolisado parcial de proteina da férmula infantil tem uma distribui-
cdo de peso molecular especifica e nica que resulta em um produto que e
distinto da técnica anterior.

» A presente invengdo fornece uma relagéo da proteina do soro do
leite:caseina que é similar aquela encontrada no leite do seio humano. Em-
uma modalidade particular, a relagdo de proteina do soro do leite:caseina
situa-se entre cerca de 50:50 e 70:30. Em uma outra modalidade, a relagao
de proteina do soro do leite:caseina é de cerca de 60:40.

A proteina do soro do leite usada na presente invengéo pode ser
obtida de qualquer fonte conhecida na técnica. Em uma modalidade, a prote-
ina do soro do leite pode ser obtida de um soro do Ielte bruto obtido da fabri-
cacdo de queijo doce, de concentrado de proteina do soro do leite (WPC)
que é obtido através de ultrafiltragdo (soro do leite UF), através de troca i6ni-
ca e/ou eletroforese (soro do leite ED) ou de isolado de soro do leite que foi
tratado para reduzir o teor de lactose do soro do leite.

A caseina usada na presente invengdo pode ser também obtida
de qualquer fonte conhecida na técnica. Por exemplo, a caseina pode ser
caseina de acido ou sdlidos de leite sem gordura (NFM).

Ambas a proteina do soro do leite e a caseina podem ser dilui-
das ou reconstituidas a solu¢bes contendo entre cerca de 20% e 25% de
sélidos totais, e entre cerca de 40% e 50% de proteina em uma base seca.

Na presente invengdo, o componente de carboidratos compre-
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ende entre cerca de 0% e 60% de lactose. Em uma outra modalidade da
presente invengdo, o componente de carboidratos compreende entre cerca
de 15% e 55% de lactose. Ainda em uma outra modalidade da presente in-
vengdo, o componente carboidratos compreende entre cerca de 20% e 30%

de lactose. Em uma modalidade particular da invengdo, o componente e

‘carboidrato compreende cerca de 1 e 25% de lactose. Nessas modalidades,

a fonte restante de carboidratos pode ser qualquer fonte de carboidratos co-
nhecida na técnica, tais como lactose, glicose, solidos de xarope de milho,
maltodextrinas, éacarose, amido, solidos de xarope de arroz, e similares. Em
uma modalidade particular, o componente de carboidratos compreende cer-
ca de 25% de lactose e cerca de 75% de sélidos de xarope.

A lactose pode ser adicionada a férmula infantil ou pode estar
naturalmente presente nos componentes da férmula infantil. Em uma moda-
lidade da invencdo, esta naturalmente presente no hidrolisado seco. Nesta
modalidade, entre cerca de 30% e 70% do hidrolisado seco pode ser consti-
tuido por carboidratos. Em uma modalidade particular, cerca de 50% do hi-
drolisado séo constituidos por carboidratos.

Em uma modalidade da invencdo, o teor de lactose pode ser
0%. Nesta modalidade, o hidrolisado pode ser tratado usando qualquer mé-
todo conhecido na técnica para remogéo do seu conteldo de lactose. Alter-
hativamente, os ingredientes da proteina do leite que sdo livres de lactose
podem ser usados para prepérar a férmula infantil.

Na presente invencdo, as proteinas sdo hidrolisadas usando
uma enzima proleolitica, Protease N. Protease N "Amano" é fornecida co-
mercialmente por Amano Enzyme U.S.A. Co., Ltd., Elgin, IL. Protease N é

uma preparagdo de enzima proteolitica que é obtida da espécie bacteriana

- Bacillus subtilis. O p6 de protease é especificado como "ndo menos do que

150.000 unidades/g" significando que uma unidade de Protease N é a quan-
tidade de enzima que produz um aminoéacido equivalente a 100 microgramas
de tirosina por 60 minutos em um pH de 7,0. Para produzir a formula infantil
da presente invencgdo, a Protease N pode ser usada em niveis de cerca de
0,5% a cerca de 1,0% em peso da proteina total sendo hidrolisada.
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A hidrélise da proteina pela Protease N é tipicamente conduzida
em uma temperatura de cerca de 50°C a cerca de 60°C. A hidrdlise ocorre
por um periodo de tempo de tal modo a obter um grau de hidrélise entre cer-
ca de 4% e 10%. Em uma modalidade particular, a hidrolise ocorre por um
periodo de tempo de tal modo a obter um grau de hidrélise entre cerca de
6% e 9%. Em uma outra modalidade, a hidrélise ocorre por um periodo de
tempo de tal modo a obter um grau de hidrélise de cerca de 7,5%. Este nivel
de hidrélise pode levar entre cerca de meio hora a cerca de 3 horas.

Um pH constante deveria ser mantido durante a hidrolise. No
método da presente invengéo, o pH é ajustado e mantido entre cerca de 6,5
e 8,0. Em uma modalidade particular, o pH é mantido em cerca de 7,0.

A fim de manter o pH 6timo da superficie de protel’na'do soro do
leite, caseina, agua e Protease N, uma solugdo céustica de hidréxido de SO-
dio e/ou hidroxido de potassio pode ser usada para ajustar o pH durante a
hidrélise. Se for usado hidréxido de sddio para ajustar o pH, a quantidade de
hidréxido de sédio adicionada a solugdo deveria ser controlada ao nivel de
que ela compreenda menos do que cerca de 0,3% do solido total no hidroli-
sado de proteina acabado. Uma solugdo de hidroxido de potassio a 10%

pode ser também usada para ajustar o pH da solugéo ao valor desejado,

" antes da enzima ser adicionada ou durante o processo de hidrélise a fim de

manter o pH 6timo.

A quantidade de solugdo caustica adicidnada a solugao durante
a hidrélise da ’proteina pode ser controlada por um aparelho titulador (pH-
stat) ou pela adigdo de solugdo cdustica continua e proporcionalmente. 0]
hidrolisado pode ser produzido através de processos em batelada padroes
ou através de processos continuos.

Para melhor assegurar a consistente qualidade do hidrolisado
parcial de proteina, o hidrolisado é submetido & desativagao da proteina pa-
ra terminar o processo de hidrélise. A etapa de desativagao da enzima pode
consistir em incluir um tratamento térmico em uma temperatura de cerca de
82°C por cerca de 10 minutos. Alternativamente, a enzima pode ser desati-

vada por aquecimento da solugao a uma temperatura de cerca de 92°C por
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cerca de 5 segundos. Apds a desativagdo da enzima estar completa, o hidro-
lisado pode ser estocado em um estado liquido em uma temperatura mais
baixa do que 10°C.

Em uma modalidade da presente inveng¢ao, o hidrolisado parcial
de proteina liquido feito de acordo com os métodos descritos neste relatorio

pode ser usado como esta e misturado com outros ingredientes para fazer

uma férmula infantil. Alternativamente, o hidrolisado parcial de proteina pode
ser produzido na forma de pé através de secagem por atomizag&o do hidro-
lisado liquido. O hidrolisado seco por atomizagdo pode entdo ser incorpora-
do em uma férmula infantil. Em uma outra modalidade, o hidrolisado parcial
liqguido pode ser concentrado por evaporagao e a seguir seco por atomiza-
cao. Novamente, o hidrolisado seco por atomizagdo pode ser incorporado
em uma férmula infantil. Uma férmula infantil tendo as proteinas parcialmen-
te hidrolisadas descritas podém ser formuladas usando qualquer um dos -
métodos de formulagéo de formula infantil conhecidos na técnica.

A férmula infantil da presente invengdo pode ser nutricionalmen-
te completa e tipicamente contém tipos e quantidades adequadas de lipi-
deos, carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais. A quantidade de lipideo
ou gordura tipicamente pode variar de cerca de 3 a cerca de 79/10Kcal. Fon-
tes liquidas podem ser conhecidas na técnica, incluindo dleos vegetais tais

como azeite de dendé, éleo de soja, palmoleina, éleo de coco, bleo de trigli-

“cerideos de cadeia média, 6leo de girassol de alto de teor de acido oléico,

6leo de agafroa de alto teor de &cido oléico, e similares. A quantidade de
proteina tipicamente pode variar de cerca de 1 a cerca de 5 g/100 kcal. A
quantidade de carboidrato tipicamente pode variar de cerca de 8 a cerca de
12 g/100 kcal.

A férmula infantil pode incluir um probiético. Qualquer probidtico
conhecido na técnica sera aceitavel nesta modalidade. Em uma modalidade
particular, o probiético é escolhido do grupo consistindo em Lactobacillus
and Bifidobacterium. |

Em uma outra modalidade da invengao, a fc')rmljla infantil pode

conter um ou mais probioticos. Qualquer probidtico conhecido na técnica
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sera aceitavel nesta modalidade. Prebidticos da presente invengdo podem
incluir lactulose, galacto-oligossacarideo, fruto-oligossacarideo, isomalto-
oligossacarideo, oligossacarideos de soja, lactossacarose, xilo-
oligossacarideo, e gentio-oligossacarideos.

Em outras modalidades da presente invengdo, a férmula infantil
pode conter outros componentes tais como &cidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa (LCAPUFA). LCPUFAs adequados incluem, mas néo sao limi-
tados a, acido a-linoléico, acido y-linoléico, acido linoléico, acido linolénico,
acido eicosapentaendico (EPA), acido aréquid()nico (ARA) e acido docosae-
xanéico (DHA). Em uma modalidade, a férmula infantil contém DHA. Em
uma outra modalidade, a férmula infantil contém ARA. Ainda em uma outra
modalidade, a férmula infantil da invengao contém ambos o DHA e o ARA.

Em uma modalidade, ambos o DHA e o ARA séao incorporados
na férmula infantil da presente invengdo. Nesta modalidade, a relagao em
peso de ARA:DHA é tipicamente de cerca de 1:3 a cerca de 9:1. Alternati-
vamente, esta relagdo pode ser de cerca de 1:2 a cerca de 4:1. Ainda em
outra alternativa, a razdo pode ser de cerca de 2:3 a cerca de 2:1. Em uma
modalidade particular a relagdo € de cerca de 2:1.

A quantidade efetiva de DHA em uma modalidade da presente
invengao é tipicamente de cerca de 3 mg por kg de peso corporal por dia a
cerca de 150 mg por kg de peso corporal por dia. Em uma modalidade da
invencdo, a quantidade de DHA é de cerca de 6 mglvpor kg de peso corporal
por dia a cerca de 100 mg por kg de peso corporal por dia. Em uma outra
modalidade, a quantidade é de cerca de 10 mg por kg de peso corporal por
dia a cerca de 60 mg de peso corporal por dia. Ainda em uma outra modali-
dade, a quantidade é de cerca de 15 mg por kg de peso corporal por dia a
cerca de 30 mg por kg de peso corporal por dia. '

A quantidade de DHA em férmulas infantis para uso com a pre-
sente invengao tipicamente varia de cerca de 5 mg/100 kcal a cerca de 80
mg/100 kcal. Em vuma modalidade da'presente invencdo a quantidade de
DHA varia de cerca de 10 mg/100 kcal a cerca de 50 mg/100 kcal; e em uma
outra modalidade ela varia de cerca de 15 mg/100 kcal a cerca de 20
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mg/100 kcal. Em uma modalidade particular da presente invencéo, a quanti-
dade de DHA é de cerca de 17 mg/100 kcal.

A quantidade efetiva de ARA em uma modalidade da presente
invencdo é tipicamente de cerca de 5 mg por kg de peso corporal por dia a
cerca de 150 mg por kg de peso corporal por dia. Em uma modalidade da
presente invengdo, a quantidade de ARA varia de cerca de 10 mg por kg de
peso corporal por dia a cerca de 120 mg por kg de peso corporai por dia. Em
uma outra modalidade, a quantidade varia de cerca de 15 mg por kg de peso
corporal por dia a cerca de 90 mg por kg de peso corporal por dia. Ainda em
uma outra modalidade, a quantidade varia de cerca de 20 mg por kg de peso
corporal por dia a cerca de 60 mg por kg de peso corporal por-dia.

A quantidade de ARA em férmulas infantis para uso com a pre-
sente invengao tipicamente varia de cerca de 10 mg/100 kcal a cerca de 100
mg/100 kcal. Em uma modalidade da presente invengao, a quantidade de
ARA varia de cerca de 15 mg/100 kcal a cerca de 70 mg/100 kcal. Em uma
outra modalidade a quantidade de ARA varia de cerca de 20 mg/100 kcal a
cerca de 40 mg/100 kcal. Em uma modalidade particular da presente inven-
¢do, a quantidade de ARA é de cerca de 34 mg/100 kcal.

DHA e ARA podem ser suplementados na presente invengao
usando técnicas padrdes conhecidas na técnica. Por exemplo, DHA e ARA
podem ser ad}icionados ao suplemento ou férmula pela substituigéo de uma
quantidade equivalente de um 6leo, tal como dleo de girassol de alto teor de
acido oléico, normalmente presente na férmula. Como um outro exemplo, os
6leos contendo DHA e ARA podem ser adicionados ao suplemento ou for-
mula pela substituicio de uma quantidade equivalente do resto da mistura
total de gorduras normalmente presente na formula serﬁ DHA e ARA.

A fonte de DHA e ARA pode ser qualquer fonte conhecida na
técnica. Em uma modalidade da presente invengdo, fontes de DHA e ARA
sdo Oleos de célula Unica conforme ensinados nas Patentes U.S. [\
5.374.567; 5.550.156 e 5.397.591 cujas descri¢des sdo incorporadas neste
relatorio na sua totalidade por referencia. Entretanto, a presente invengao

nio é limitada a tais 6leos apenas. DHA e ARA podem estar na forma natu-
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ral ou refinada.
Em uma modalidade, a fonte de DHA e ARA é substancialmente

livre de 4cido eicopentaendico (EPA). Por exemplo, em uma modalidade da
presente invengédo a férmula infantil contém menos do que cerca de 16 mg
de EPA/100 kcal: em uma outra modalidade menos do que cerca dé 10 mg
de EPA/100 kcal; e ainda em uma outra modalidade menos do que cerca de
5 mg de EPA/100 kcal. Uma modalidade particular néo contém substancial-
mente EPA. Uma outra modalidade ¢é livre de EPA pelo fato de mesmo tra-
cos de EPA estarem ausentes da formula.

A férmula infantil da presente invengédo tem uma distribuigcdo de
peso molecular particular. Esta distribuicao de peso molecular demonstrou
qualidades aceitaveis de emulsificagdo e sabor quando comparada com as
de outros hidrolisados parciais encontrados na técnica anterior. Em adicao, a
distribuicdo de peso molecular particular demonstrou induzir a menor efeito
de anticorpo IgC no soro do que a proteina de leite intacta.

Em urha modalidade da presente invengao, o hidrolisado parcial
feito de acordo com os métodos descritos neste relatério pode ser incorpo-
rado em um suplemento nutricional. O hidrolisado parcial de proteina pode
ser usado na forma liquida e misturado com outros ingredientes para fazer
um suplemento nutricional liquido. Alternativamente, o hidrolisado parcial de
proteina pode ser seco por atomizagdo e incorporado em um suplemento
nutricional em p6. Um suplemento nutricional tendo és proteinas parcialmen-
te hidrolisadas pode ser formulado usando qualquer um dos métodos de
formulacéo de suplemento nutricional conhecido na técnica.

Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) foi usada para
determinar a distribuicdo de peso molecular dos peptideos do hidrolisado
criados pelo processo de hidrélise presentemente descrito. Especificamente,
uma quantidade suficiente da férmula infantil em pé foi pesada para fornecer
0,5 grama de proteina em um tubo centrifugo conico de 50 ml. Agua foi adi-
cionada para completar o volume do tubo a 45 ml. A mistura foi colocada em
um Misturador Sarsted D-5223 e misturada por uma hora. Apos a mistura, foi

criada uma solucdo de proteina a 1% pela adigdo de outros 5 ml de agua ao
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tubo. Um padrédo estoque foi preparado e misturado também por uma hora.

Separadamente, foram adicionadas 14,91 gramas de cloreto de
potassio (KCI) a um béquer de 1000 ml. O KClI foi dissolvido pela adigdo de
700 ml de agua ao béquer. 250 ml de acetonitrila e 1,0 ml de acido trifluora-
cético foram ento adicionados a solucéo de KCI (eluente). O pH foi ajustado
para 3,0 usando uma solugéo 0,2M de KoHPOj,.

Uma garrafa de reagente HPCL foi enchida e a garrafa foi lavada
com eluente, reservando cerca de 50 ml para diluigdo de amostras e pa-
drdes. As linhas do Hitachi L-6200 A Intelligent Pump foram purgadas com
eluente e as colunas foram equilibradas com eluente por uma hora.

Apds as amostras terem sido misturadas por uma hora, 5,0 ml
de cada amostra foram pipetados para tubos de vidro com tampa rosqueada.
5,0 ml de diclorometano foram também pipetados para cada tubo. Os tubos
foram tampados e misturados por inversao quarto vezes. As amostras foram
entdo centrifugadas por cinco minutos a 200 x g.

| Enquanto as amostras estavam na centrifuga, os padroes esto-
que 1-5 foram diluidos com eluente (800 pl + 3200 pl). Aproximadamente 1
ml de cada padrdo foi pipetado para cada um de dois frascos auto-
amostradores e tampados.

A camada superior (aquosa) das amostras centrifugadas 1-10
foram diluidas com eluente (100 pl + 900 wl). Os frascos foram carregados
na bandeja do auto-amostrador como a seguir: branco, padréo, amostras e
segundo padrao. A esteira foi colocada no auto-amostrador Hitachi. O nime-
ro total de frascos a serem entrados no programa do auto-amostrador usan-
do as teclas na frente do auto-amostrador e as amostras foram testadas. Os
resultados indicaram o perfil de peso molecular da proteina.

Em uma modalidade, o hidrolisado parcial da invengao tem um
peso molecular médio de 2.000 com a faixa de distribuicdo de peso molecu-
lar mostrado na Tabela 1, acima.

Em uma outra modalidade, o hidrolisado parcial da invengao tem

a distribuicdo de peso molecular mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2
Massa Molar % da Distribui¢ao de
(em Daltons) Peso Molecular
< 500 17
500-1000 35,1
1000-2000 30,9
2000-3000 9,6
3000-5000 4,2
> 5000 ' 2,8

Os exemplos a seguir descrevem varias modalidades da presen-
te invengao. Outras modalidades dentro do escopo das reivindicagbes neste
relatério serdo evidentes para alguém versado na técnica pela consideragao
do relatdrio ou pratica da invengdo conforme descrito neste relatorio. E pre-
tendido que o relatério, juntamente com os exemplos, sejam considerados
exemplares apenas, com O €scopo e espirito da invengdo sendo indicado
pelas reivindicagdes a seguir aos exemplos. Nos exemplos, todas as percen-
tagens sao dadas em uma base em peso a menos que indicado em contra-
rio.
Exemplo 1 , }
~ Este exemplo ilustra um método de produgéo de um hidrolisado
parcial de proteina, Inicialmente, 60,3 kg de sélidos nao leite (leite em pod) e
37,4 kg de concentrado de 'soro do leite (60%) foram intermisturados em um
tanque c‘ontendo agua a 54°C. A suspensao tinha um teor de sdlidos entre
20% e 23%. O pH da suspenséo foi entdo medido. Hidréxidos de sddio e
potéSsio fdram adicionados a suspenséo para ajustar o pH da suspenséo a
7,0. Apds ajustar o pH, 0,5 kg de enzima Amano N foi adicionado a suspen-
sdo. A seguir a adigdo de Amano N a suspenséo, o pH foi continuamente
ajustado a um pH de 7,0 usando hidréxido de sddio e hidréxido de potassio.
A quantidade total de hidroxido de sédio adicionado & amostra foi de 0,3 kg.
A quantidade total de hidroxido de potassio adicionado a suspensao foi de
1,5 kg.

A hidrélise foi permitida ocorrer por 90 minutos, o tempo inici-

ando com a adigdo de enzima Amano N & suspens&o. Apos o fim dos 90
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minutos, a suspensao foi tratada termicamente para inativar a enzima. O
tratamento térmico consistiu em elevar a temperatura da suspenséo a 82°C
por 10 minutos. O grau de hidrélise obtido neste exemplo foi entre 6% e 9%.
A suspensao foi entdo resfriada e seca por atomizag&o para obter um hidro-

lisado em pbé.

Exemplo 2

Este exemplo ilustra uma modalidade de ingredientes que po-
dem ser usados para preparar a formula infantil da presente invengao.
Tabela 3: Receita de uma Modalidade do Hidrolisado

-Ingrediente Kg por 100 kg de
hidrolisado seco
Sélidos de leite sem gordura 60,3
Concentrado de proteina de soro do leite 37,4
Hidroxido de potassio 1,5
Enzima (Amano N) 0,5
Hidroxido de sédio _ 0,3 -

Vitaminas podem ser adicionadas aos ingredientes da Tabela 3.
Exemplos de vitaminas que podem ser adicionadas a formula incluem vita-
mina A, vitamina Ds, vitamina Kj, tiamina, riboflavina, cloridrato de vitamina
Be, vitamina Bj,, niacinamida, acido félico pantotenato de calcio, biotina e
acido ascorbico. ‘

Minerais podem ser também adicionados aos ingredientes da
Tabela 3. Exemplos de minerais que podem ser adicionados a formula inclu-
em fosfato de calcio, glicerofosfato de calcio, gluconato de calcio, citrato de
sodio, cloreto de potassio, citrato de potassio,fosfato de potassio, fosfato de
magnésio, sulfato ferroso, sulfato de zinco e sulfato cuprico.
Exemplo 3

Este exemplo ilustra o efeito ativador para a resposta do anticor-
po igG do hidrolisado parcial de proteina obtido no Exemplo 1. Trezentos e
vinté e trés lactentes foram estudados em sete praticas pediatricas localiza-
das por todo os Estados Unidos. Os pacientes eram lactentes a termo sau-

daveis envolvidos logo apos o nascimento.
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Os lactentes cujas maes indicaram a sua intengé@o de alimentar
pelo seio foram designados para o grupo A. Aqueles lactentes cujas maes
elegeram n&o alimentar pelo seio foram aleatoriamente designados de um
modo duplo-cego ao grupo B ou C, Os lactentes do grupo B receberam uma
formula infantil compreendendo o hidrolisado parcial de proteina obtido no
Exemplo 1. Os lactentes do grupo C receberam uma férmula baseada em‘_
leite dominante em proteina do soro comercialmente disponivel (Enfamil,
fornecida por Mead Johnson Co,. Evansville, IN). Ambas as formulas conti-
nham as mesmas quantidades de proteina, carboidrato e gordura.

Os lactentes foram avaliados em intervalos mensais de até 4
meses de idade em todos os locais, e em 6 e 8 meses de idade para detec-
¢do em trés dos sete locais. Sangue foi colhido na admissdo e em 3, 6 e 8
meses de idade para detec¢do de anticorpos no soro ao leite. Anticorpos de
proteina antileite IgE foram quantificados por um ensaio imunoabsorvente
ligado a enzima de biotina-avidina; anticorpos de proteina antileite IgG foram
determinados pelo uso de um ensaio imunoabsorvente ligado a enzima des-
crito em Burks, et al, Burks, AW,. et al,. Antibody Response to Milk Protein
in Patients with Milk Protein Intolerance Documented by Challenge, J, Allergy
Clin, Immunol, 85:921-927 (1990). Sangue adicional foi colhido para deter-
minar os niveis séricos de ferritina e hemoglobina e determinar hematécrito
nos lactentes que foram examinados aos 8 meses de idade.

A concentragao média de anticorpos IgG ao leite no soro foi
comparavel em todos 0s grupos na hora de admissdo ao estudo. Entretanto,
os aumentos de anticorpos IgG ao leite no soro foram significativa maiores
no grupo de lactentes alimentados com a férmula C do que aqueles alimen-
tados com leite do seio (grupo A) ou férmula B. Esta concentragdo mais bai-
xa de anticorpos IgG ao leite no grupo B indica um maior efeito ativador da
proteina do leite de vaca intacta para as respostas do anticorpo 1gG (grupo
C). Assim, pode haver um potencial imunogénico reduzido das proteinas
parcialmente hidrolisadas do leite do grupo B.

Na hora do alistamento, ndo foram encontradas diferengas signi-

ficativas dentre os trés grupos nas concentragdes médias de anticorpos IgE



10

17

ao leite no soro. Além disso, ndo houveram diferencas significativas nos ni-
veis de IgE dentre os regimes de alimentag&o por todo o estudo. Os valores
médios de ferritina, hematdcrito e hemoglobina estavam dentro da faixa
normal de 8 meses de idade, e ndo foram encontradas diferengas significati-

vas dentre os trés grupos.

Exemplo 4

Este exemplo ilustra uma modalidade particular de uma férmula
infantil suplementada com o hidrolisado parcial de proteina preparado de
acordo com o processo da presente invengdo. Neste exemplo, a lactose
compreende cerca de 23,5% do componente de carboidratos.

Tabela 4: Informacéo de Nutrientes para a Férmula Infantil

Ingrédiente “ Por 100 kg
Sélidos de Xarope de m,iiﬁo 44,256 kg
;S)glgglsrnc:aer\tr:ﬁwl\i/éreoxzapgas 26,865 kg
Mistura de gorduras . 26,628 kg
?\AII:%SAUSSI?I: |§§ iglilas unica 0,709 kg
|Carbonato de calcio 0,400 kg
Fosfato de Calcio, tribasico 0,200 kg
{Cloreto de Potassio 0,200 kg
{Cloreto de Colina ‘ 0,134 kg
Fosfato de magnésio ‘ 0,100 kg
L-Carnitina ' 0,010 kg
Acido Ascérbico 162,900 g
Inositol . 39,8879
Taurina ‘ 33,8759
Acetate de tocoferol 25,278 ¢
A\/i}}t_‘amina A 78719
Niacimamida 6,475¢
Vitamina Kj 5,454 ¢
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Ingrediente Por 100 kg
Pantotenato de calcio | ] 3,29§ g
Vitamina B2 — 2,122 g
Trituragao deu Biotina | 1,608 g
Vitamina D3 0969 g
Riboflavina N | . 0,755 ¢
Tiamina HCI | 0,601g¢
Piridoxina HCI - - 6,518 g
Acido folico o229
Heptaidrato de Sulfat"ovferroso 49,600 g
Lactbse | | | | 138,01 7 g‘
Sulfato de Zinco 16,422 g
Selenito de Sodio ‘ | 0,018 49
Sulfato Cuprico 1,688 ¢g
Sulfato de Manganés 0,2394¢

Neste exemplo, a lactose encontra-se naturalmente présente
nos soélidos de NFM e WPC parcialmente hidrolisadas. Mais especificamen-
te, cerca de 50% dos sélidos de NFM e WPC parcialmente hidrolisadas sao
constituidos por lactose. Assim, a quantidade presente nesses solidos de
NFM e WPC é de aproximadamente 13,433 kg. Existe um adicional de
138,017 g de lactose presente na composi¢&o, Isto totaliza aproximadamen-
te 13,571 g de lactose na férmula infantil.

. Existem 44,256 kg de sdlidos de xarope presentes na formula
infantil. O teor total de carboidratos total é de 57,827 kg, a lactose compre-
endendo apenas 13,571 kg daquele total. Portanto, a lactose compreende -
aproximadamente 23,5% do teor total de carboidratos.

Todas as referéncias citadas neste relatério, incluindo sem limi-
tacdo, todos os ensaios, publicagdes, patentes, pedidos de batente, apre-
sentagdes, textos, relatérios, manuscritos, brochuras, livros, postagens na
internet, artigos em periédicos, e similares, sdo por meio deste incorporados

por referéncia neste relatério nas suas totalidades. A discussao das referén-
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cias neste relatério é pretendida meramente sumarizar as afirmacoes feitas
pelos seus autores e ndo é feita admisséo de que qualquer referéncia consti-
tua a técnica anterior. Os depositantes reservam o direito de desafiar a pre-
cisdo e a pertinéncia das referéncias citadas.

Embora as modalidades preferidas da invengdo tenham sido

‘descritas usando termos, dispositivos e métodos especificos, tal descrigao é

para propésitos ilustrados apenas. As palavras usadas sao palavras de des-
crigdo em vez de limitagdo. Deve ser entendido que mudancas e variagbes
podem ser feitas por aqueles versados na técnica sem se afastar do espirito
e escopo da presente invengdo, que esta descrito nas reivindicagbes a se-
guir. Em adigdo, deve ser entendido que aspectos das varias modalidades
podem ser intercambiados tanto no todo como em parte. Por exemplo, em-
bora métodos para a produgdo de um a foérmula infantil liquida esteéril feita
de acordo com os métodos tenham sido exemplificados, outros usos sao
contemplados. Portanto, o espirito e escopo das reivindicagoes anexas nao

deveriam ser limitados a descri¢cdo das versdes preferidas la contidas.



REIVINDICAGOES
1. Férmula infantil, caracterizada pelo fato de que compreende:
um componente de carboidratos que € constituido por entre cer-

ca de 0% e 60% de lactose, baseado no peso total dos carboidratos presen-

5 tes na formula infantil; e

um componente de proteinas que € constituido por proteina do

soro do leite e caseina parcialmente hidrolisadas, no qual a relagao de prote-

ina do soro do leite para caseina situa-se entre 50:50 e 70:30 e no qual o
hidrolisado de proteina tem os peptideos distribuidos sobre a seguinte faixa

10  de distribuicdo de peso molecular como uma fungéo da sua massa molar:

Massa Molar (em Daltons) % da Distribuicao de Peso Molecular
< 500 11-20
500-1000 25-38
1000-2000 27-30
2000-3000 8-16
3000-5000 3-10
> 5000 2-11

2. Férmula infantil de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-
da pelo fato de que o hidrolisado de proteina tem os peptideos distribuidos

sobre a seguinte faixa de distribuicdo de peso molecular como uma fungao

da sua massa molar:

Massa Molar (em Daltons) % da Distribui¢do de Peso Molecular

< 500 17
500-1000 35,1
1000-2000 30,9
2000-3000 9,6
3000-5000 42

> 5000 2,8

15 3. Férmula infantil de acordo com a reivindicagéo 1, caracteriza-

da pelo fato de que a relagéo de proteina do soro do leite:caseina é de cerca

de 60:40.

4. Formula infantil de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-




10

20

25

30

da pelo fato de que o componente de carboidratos compreende entre cerca
de 15% e 55% de lactose.

5. Férmula infantil de acordo com a reivindicagéao 1, caracteriza-
da pelo fato de que o componente de carboidratos compreende entre cerca

de 20% e 30% de lactose.

6. Formula infantil de acordo com a reivindicagéo 1, caracteriza-
da pelo fato de que o componente de carboidratos compreende cerca de
25% em peso de lactose e cerca de 75% em peso de solidos de xarope de
milho.

7. Férmula infantil de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
da pelo fato de que o grau de hidrélise do componente de proteinas situa-se

entre cerca de 4% e 10%.
8. Formula infantil de acordo com a reivindicagao 6, caracteriza-

da pelo fato de que o grau de hidrélise do componente de proteinas situa-se
entre cerca de 6% e 9%.

9. Férmula infantil de acordo com a reivindicagéo 1, caracteriza-
da pelo fato de que a férmula infantil compreende adicionalmente pelo me-
nos um probidtico.

10. Féormula infantil de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-
zada pelo fato de que a formula infantil compreende adicionalmente pelo
menos um prebidtico.

11. Férmula infantil de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zada pelo fato de que a formula infantil compreende adicionalmente um LC-
PUFA.

12. Formula infantil de acordo com a reivindicagéo 11, caracteri-
zada pelo fato de que o LCPUFA compreende DHA ou ARA.

13. Férmula infantil de acordo com a reivindicagéo 10, caracteri-
zada pelo fato de que o LCPUFA compreende DHA e ARA.

14. Férmula infantil de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-
zada pelo fato de que a férmula infantil esta na forma de po.

15. Férmula infantil de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zada pelo fato de que a formula infantil esta na forma liquida.



P1Laiada-y
RESUMO

Patente de Invencdo: "FORMULA INFANTIL PARCIALMENTE HIDROLI-
SADA DE BAIXA LACTOSE".

A presente invencéo refere-se a uma férmula infantil parcialmen-
te hidrolisada de baixa lactose. O componente de carboidratos da férmula
infantil compreende entre cerca de 0% e 60% de lactose e o componente de

proteinas da férmula infantil compreende proteina do soro do leite e caseina

" parcialmente hidrolisadas, tendo o componente de proteinas um peso mole-

cular particular.
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