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USOS DE UMA COMPOSIGAO PREPARADA A PARTIR DE KIWI OURO SECO

PEDIDOS DE PATENTE CORRELATOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio do pedido de patente da Nova
Zelandia com o numero 702454 depositado em 28 de Novembro de 2014 e do
pedido de patente da Nova Zelandia com o numero 706405 depositado em 27 de
Marco de 2015, estando o conteudo dos mesmos aqui incorporado a titulo de
referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invencado se refere a composicdes preparadas a partir de
kiwis ouro, Actinidia chinemis. Estao também relacionados métodos de preparacao
de tais composicoes e métodos de uso de tais composic¢des, incluindo métodos de
tratamento ou prevengao de transtornos do sistema gastrointestinal.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] O trato gastrointestinal contém cerca de 10 células microbianas,
consistindo em mais de 1000 espécies ou filotipos, a maioria dos quais residindo no
cdlon (Rajilic-Stojanovic e Vosm 2014; Qin et al. 2010; Egert et al. 2006). O intestino
grosso é um sitio de fermentacao metabolicamente ativo, caracterizado por
diversas relagcdes microbianas e intrincadas que sdao parte integrante da saude
humana (Backhed et al. 2005). Os dados experimentais mostraram até que ponto a
microbiota colOnica e seu hospedeiro humano existem em um delicado estado de
equilibrio. A microbiota tem se mostrado associada a uma ampla gama de
beneficios para a saude, incluindo melhora da maturagdao e fungao imunoldgica,
comportamento modificado, regulacdo da saciedade, inibicdo de patdgenos,
aumento da absorcdo mineral e manutencao do equilibrio energético (Geurts et al.

2014; Parnell e Reimer 2012; Bravo et al. 2011; Buffie e Pamer 2013).
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[004] Esta interdependéncia entre hospedeiro-microbiota foi ilustrada em
um estudo utilizando camundongos e peixe-zebra, onde as microbiotas nativas de
cada um foram transplantadas para representantes livres de germes de outras
espécies. Verificou-se que a composicao pode ser revertida para se assemelhar a da
microbiota hospedeira nativa (Rawls et al. 2006). Os desequilibrios na composicao
da comunidade microbiana causados pela dieta, genética, idade, estresse ou
xenobiodticos podem induzir um estado de disbiose que pode promover uma
microbiota mais suscetivel a doeng¢a. O consumo de certos tipos de componentes
dietéticos tem uma grande influéncia sobre as comunidades de microrganismos do
célon, sendo as alteracdes tipicamente observadas dentro de 24 horas apds o
consumo (Wu et al. 2011; Parkar et al. 2012).

[005] No trato gastrointestinal humano, Faecalibacterium prausnitzii € uma
das espécies mais populosas, sendo tipicamente observada em mais de 5% da
proporcao total da microbiota colonica de adultos saudaveis (Miquel et al. 2013).
Os membros do filo Firmicutes, F. prausnitzii, sao habitantes comensais do intestino
grosso humano, com propriedades anti-inflamatérias demonstradas in vivo (Sokol
et al. 2009; Furet et al. 2010). Baixos niveis de F. prausnitzii tém sido associados
repetidamente a uma variedade de transtornos intestinais incluindo sindrome do
intestino irritavel (IBS), atopia, diabetes e doencas inflamatdrias do intestino (IBD),
tais como a doenca de Crohn (CD) e colite ulcerosa (UC) (Sokol et al. 2009; Furet et
al. 2010; Rajilic-Stojanovic et al. 2011; Candela et al. 2012; Willing et al. 2010). Estas
observagdes consistentes mostram que uma concentragdao esgotada de F.
prausnitzii € um ponto final indesejavel e, portanto, qualquer tratamento que pode
estimular seletivamente a sua proliferacao é provavelmente valioso.

[006] Os mecanismos pelos quais F. prausnitzii facilitam os seus efeitos
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promotores de saude foram atribuidos a producao de butirato e aos efeitos anti-
inflamatdrios. Um estudo com camundongo por Sokol e colaboradores verificou
gue o sobrenadante de F. prausnitzii ou F. prausnitzii reduziu a gravidade da colite
induzida por produtos quimicos, promoveu a sintese de citocinas anti-inflamatorias
e atenuou a producao de citocinas pré-inflamatérias, sugerindo que os efeitos anti-
inflamatdrios sao mediados por metabdlitos secretados (Sokol et al. 2008). Além
disso, F. prausnitzii gera grandes quantidades de butirato, bem como algum lactato
e formiato, como resultado da fermentac¢ao de carboidratos (Duncan et al. 2002;
Duncan et al. 2004).

[007] A constipagao & um estado comum que pode afetar significativamente
a qualidade de vida de um individuo, sendo a deficiéncia comparada com a de
estados crénicos graves, tais como diabetes e osteoartrite. Estima-se que até 20%
da populagao mundial sofre desse estado, sendo as mulheres e individuos com mais
de 65 anos os mais afetados(Attaluri et al. 2011; Udani & Bloom 2013). As
complicacdes que podem surgir da constipacao incluem fissuras anais, prolapso
retal e impactacao fecal. O esforco para passar fezes pode levar a hemorroidas. Em
estagios posteriores de constipacao, o abdomen pode se tornar distendido, duro e
difusamente sensivel. Os casos graves podem apresentar sintomas de obstrugao
intestinal, por exemplo, vomitos e abdome doloroso, bem como encoprese, onde
fezes moles do intestino delgado ultrapassam a massa de matéria fecal impactada
no célon.

[008] E bem conhecido que a perturbac¢do do equilibrio da microbiota no
trato digestivo pode alterar a motilidade intestinal, resultando em constipacao
(Husebye et al. 2001; Rhee et al. 2001). Além disso, pacientes com constipacao

intestinal cronica apresentam desequilibrio na microbiota, caracterizado por uma
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diminuicdo relativa de bactérias benéficas e um aumento de bactérias e fungos
potencialmente patogénicos (Khalif et al. 2005). Esses pacientes mostram um
aumento significativo nas contagens de E. coli, S. aureus e enterobactérias (Khalif
et al. 2005).

[009] Além disso, uma progressdao da doenca mais prolongada da
constipacdo cronica leva a pontuacdes mais elevadas para microrganismos
indesejaveis, e as pontuagdes mais baixas para os desejaveis (Khalif et al. 2005). Em
um estudo com criangas diagnosticadas com constipacdao crbnica, a disbiose
intestinal foi encontrada nas fezes, com aumento significativo nas contagens de
Clostridium, Bacteroides e E. coli (Zoppi et al. 1998). Um estudo particular
encontrou uma diminuicao significativa na contagem de cepas de Bifidobacterium
e Lactobacillus nas fezes de individuos constipados; tal diminuicdo é até dez vezes
menor para o género Bifidobacterium (Chassard et al. 2012).

[010] As opgdes de intervencao para a constipacao continuam a ser dificeis
e desafiadoras, e muitos individuos estdo insatisfeitos com as terapias e
medicamentos atuais. Estes incluem modificacdes no estilo de vida e na dieta, tais
como aumento do consumo de frutas e legumes, suplementacao de fibras
(metilcelulose, Konjac glucomannan, psyllium), aumento da ingestao de liquidos e
exercicio, bem como intervencao farmacoldgica com amaciadores de fezes,
laxantes estimulantes e laxantes osmoticos (Attaluri et al. 2011; Leung et al. 2011;
Liu 2011).

[011] Ousorotineiro de laxantes é contraindicado, uma vez que os pacientes
podem vir a depender de seu uso. Os enemas podem ser usados para fornecer uma
forma de estimulacdao mecanica. Por outro lado, os enemas sao tipicamente Uteis

apenas para fezes no reto, ndo no trato intestinal. Uma faixa crescente de ervas e
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outros produtos naturais (incluindo aloe e ruibarbo (Udani & Bloom 2013))
anunciados para ajudar a laxagao foi disponibilizada no mercado. No entanto, ha
apenas evidéncias aneddticas sobre sua eficacia e sucesso em proporcionar alivio
da constipagao.

[012] Em contraste, sabe-se que a fibra é importante na digestao — a fibra
soluvel atrai a dgua que ajuda a retardar a digestao, e a fibra insoluvel adiciona
volume as fezes para ajudar a laxacdo. Enzimas também ajudam a digestao por
decompor os grandes compostos dietéticos em pecas menores controlaveis. Por
exemplo, a amilase decompde o amido em acgucares simples e as proteases
decompdem as proteinas em aminoacidos. No entanto, so a suplementagcao com
fibras e enzimas é amplamente ineficaz para a constipacao de transito lento (atraso
prolongado no transito das fezes através do célon) e transtornos defecatdérios. Além
disso, tal suplementacdao pode ter efeitos secundarios indesejados tais como
producao excessiva de gas e inchaco incbmodo.

[013] Os kiwis verdes (por exemplo, Actinidia deliciosa var. Hayward) foram
destacados como um produto eficaz na area da digestao com varios estudos que
agora demonstram a sua eficacia (Stonehouse et al. 2012). O consenso atual é que
o efeito de laxacao do kiwi verde parece ser principalmente devido a sua fibra
dietética e ao conteudo de enzima (Chang et al. 2010; Rush et al. 2002, Stonehouse
et al. 2012, Drummond & Gearry 2013).

[014] Em contraste, os kiwis ouro (por exemplo, Actinidia chinensis var.
Hortl6A) ndo sao tradicionalmente associados a laxacdo (Ferguson 2003; Rush
2002). Foi observado que o kiwi ouro tem pouco/nenhum indice da actinidina e
menos fibra dietética que o kiwi verde. A variedade Hortl6A de kiwis foi investigada

guanto a seu efeito sobre a imunidade (Hunter et al 2012, Skinner 2012), com a
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afirmacado de que os efeitos laxantes reduzidos ou menores do kiwi ouro o tornam
a escolha ideal para reforcar naturalmente a imunidade, particularmente em
criancas onde o aumento da laxacao pode nao ser desejavel (Adaim 2010).

[015] Dada a ocorréncia de transtornos gastrointestinais na populacdo, ha
uma necessidade de novas composicoes, particularmente, composi¢cdes derivadas
de fontes naturais, para restaurar e manter a saude digestiva.

SUMARIO DA INVENCAO

[016] Em um aspecto, a inveng¢ao compreende um método de preparacao de
uma composigao de kiwi, compreendendo:

obter kiwis ouro que é uma variedade de Gold3 ou um derivado genético do

mesmo;

remover as peles do kiwi e formar um puré para um tamanho de peneira

inferioral mm; e

secar o puré e produzir um po.

[017] Em varios aspectos:

O método compreende ainda a remocao das sementes do kiwi antes da

formacao de puré.

O método compreende ainda purificar o kiwi para obter puré com um valor de

Brix de 16 a 21°.

O método compreende ainda purificar o kiwi para obter puré com uma

viscosidade de 11,0 a 13,0, ou 10,0 a 14,0, medida a 12,5° Brix, 20°C.

O método compreende ainda a liofilizagdo do puré e a moagem para produzir

0 po.

O método compreende ainda o enriquecimento da composicao para

polifenois.
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O método compreende ainda a adicao de polifenois a composicao.

O método compreende ainda a secagem do puré durante 24 a 56 horas.

O método compreende ainda a liofilizacdao do puré durante 40 a 56 horas.

[018] Em um outro aspecto, a invencdao compreende uma composi¢ao
preparada a partir de kiwi ouro seco, em que o kiwi ouro seco é um kiwi Gold3 ou
um derivado genético do mesmo. O pd pode ser produzido por um método de
gualquer um dos aspectos anteriores.

[019] Em varios aspectos:

A composi¢ao é formulada para administragdo entérica.

A composicao é formulada para administracao oral.

A composicao é formulada como um comprimido ou uma capsula.

A capsula é uma capsula de gel.

O comprimido ou capsula é formulado de modo a compreender 400 a 800 mg

do pé.

Alternativamente, a capsula é formulada para compreender 100 a 1000 mg do

4

po.

A composicao é formulada como um liquido.

O liguido é formulado para compreender 400 a 800 mg do po por unidade de
dosagem.

A composicao é formulada como uma geleia ou um saché.

A composicdo é formulada em combinacdo com um auxiliar digestivo
adicional.

A composicao é formulada em combinagcdo com uma ou mais composicoes
dentre composicao prebidtica, probidtica ou simbidtica.

A composicdo é formulada em combinacdo com fibra e/ou uma enzima

Peticao 870210009421, de 27/01/2021, pag. 19/138



8/122

digestiva.

A composicao é suplementada com polifenois.

[020] Em um outro aspecto, a inveng¢ao compreende um método para tratar
ou prevenir a constipacdo, ou para manter ou melhorar a regularidade intestinal,
compreendendo:

administrar a um individuo uma composicao de qualqguer um dos aspectos

anteriores, desse modo, tratando ou prevenindo a constipa¢ao, ou mantendo

ou melhorando a regularidade intestinal, no individuo.

[021] Em varios aspectos:

A composicao é administrada por via entérica.

A composicao é administrada por via oral ou por via retal.

A composicao é administrada como um comprimido, capsula ou liquido.

A composicao é administrada como uma geleia ou um saché.

A capsula é uma cdpsula de gel.

A composicao é administrada em uma dosagem de 2000 a 4000 mg de p6 por

dia, ou um equivalente liquido.

Alternativamente, a dosagem é de 250 a 2500 mg de pd por dia, ou um

equivalente liquido do mesmo.

A composicao é administrada em combinacdo com um auxiliar digestivo

adicional.

A composi¢ao é administrada em combinagao com uma ou mais composi¢oes

dentre composigao prebidtica, probidtica ou simbidtica.

A composicdo é administrada em combinagdo com fibra e/ou uma enzima

digestiva.

A composicao é suplementada com polifenois.
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[022] Em um outro aspecto, a invencao compreende um método para tratar
ou prevenir o desequilibrio microbiano no trato digestivo, compreendendo:

administrar a um individuo uma composicao de qualquer um dos aspectos

anteriores, desse modo, tratando ou prevenindo o desequilibrio da microbiota

no individuo.

[023] Em varios aspectos:

A composi¢ao é administrada por via entérica.

A composi¢ao é administrada por via oral ou por via retal.

A composicao é administrada como um comprimido, capsula ou liquido.

A composicao é administrada como uma geleia ou um saché.

A capsula é uma capsula de gel.

A composicao é administrada em uma dosagem de 2000 a 4000 mg de p6 por

dia, ou um equivalente liquido.

Alternativamente, a dosagem é de 250 a 2500 mg de pd por dia, ou um

equivalente liquido do mesmo.

A composicao é administrada em combinacdo com um auxiliar digestivo

adicional.

A composicao é administrada em combinagdao com uma ou mais composicoes

dentre composicao prebidtica, probidtica ou simbidtica.

A composicdo é administrada em combinagdo com fibra e/ou uma enzima

digestiva.

A composicao é suplementada com polifenois.

[024] Ainda em outro aspecto, a invencao compreende um método para
manter ou aumentar as bactérias benéficas no trato digestivo, compreendendo:

administrar a um individuo uma composicao de qualquer um dos aspectos
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anteriores, desse modo, mantendo ou aumentando as bactérias benéficas no

trato digestivo no individuo.

[025] Em varios aspectos:

A composicao é administrada por via entérica.

A composicao é administrada por via oral ou por via retal.

A composicao é administrada como um comprimido, capsula ou liquido.

A composi¢ao é administrada como uma geleia ou um saché.

A capsula é uma cdpsula de gel.

A composicao é administrada em uma dosagem de 2000 a 4000 mg de p6 por

dia, ou um equivalente liquido.

Alternativamente, a dosagem é de 250 a 2500 mg de pd por dia, ou um

equivalente liquido do mesmo.

A composicao é administrada em combinagdo com um auxiliar digestivo

adicional.

A composicao é administrada em combinagao com uma ou mais composi¢cdes

dentre composicao prebidtica, probidtica ou simbiodtica.

A composi¢cdo é administrada em combinacdo com fibra e/ou uma enzima

digestiva.

A composicao é suplementada com polifenaois.

[026] As bactérias benéficas sao selecionadas de: o grupo deBacteroides-
Prevotella-Porphyromonas, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., e o grupo de
Lachnospiraceae.

[027] As bactérias benéficas sdo selecionadas de: Faecalibacterium
prausnitzii,  Clostridium  coccoides,  Bacteriodes  fragilis, = Bacteroides

thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Bacteroides -cellulosilyticus, Roseburia
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intestinalis, Roseburia inulinovorans, Ruminococcus bromii, e Ruminococcus
flavefaciens.

[028] Ainda em outro aspecto, a inven¢ao compreende um método para
manter ou aumentar Faecalibacterium prausnitzii no trato digestivo,
compreendendo:

administrar a um individuo uma composicao de qualquer um dos aspectos

anteriores, desse modo, mantendo ou aumentando Faecalibacterium

prausnitzii no trato digestivo no individuo.

[029] Em varios aspectos:

A composicao é administrada como um ou mais dentre um comprimido,

capsula, liquido, geleia ou saché.

A composicao é administrada como um ou mais dentre um comprimido,

capsula, liquido, geleia ou saché.

A capsula é uma cdpsula de gel.

A composicao é administrada em uma dosagem de 2000 a 4000 mg de pd por

dia, ou um equivalente liquido.

A composicdao é administrada em uma dosagem de 250 a 2500 mg de pd por

dia, ou um equivalente liquido.

A composicao é administrada em combinacdo com um auxiliar digestivo

adicional.

A composi¢ao é administrada em combinagao com uma ou mais composicoes

dentre composigao prebidtica, probidtica ou simbidtica.

A composicdo é administrada em combinagdo com fibra e/ou uma enzima

digestiva.

A composicao é suplementada com polifenois.
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O individuo tem um ou mais sintomas de inflamacao.

O individuo tem um ou mais sintomas de: doenca de Crohn, colite ulcerativa,

sindrome do intestino irritavel, doenca inflamatdria do intestino, cancer

gastrointestinal, alergia, atopia ou diabetes.

[030] Em um outro aspecto, a invencao compreende um método para tratar
ou prevenir a sindrome do intestino irritavel ou a doenca inflamatédria do intestino,
compreendendo:

administrar a um individuo uma composicao de qualquer um dos aspectos

anteriores, desse modo, tratando ou prevenindo a sindrome do intestino

irritavel ou a doenca inflamatadria do intestino no individuo.

[031] Em varios aspectos:

A composicao é administrada como um ou mais dentre um comprimido,

capsula, liquido, geleia ou saché.

A composicao é administrada como um ou mais dentre um comprimido,

capsula, liquido, geleia ou saché.

A capsula é uma capsula de gel.

A composicao é administrada em uma dosagem de 2000 a 4000 mg de p6 por

dia, ou um equivalente liquido.

A composicdo é administrada em uma dosagem de 250 a 2500 mg de po por

dia, ou um equivalente liquido.

A composicao € administrada em combinagao com um auxiliar digestivo

adicional.

A composicao é administrada em combinacdao com uma ou mais composicoes

dentre composicao prebidtica, probidtica ou simbidtica.

A composicdo é administrada em combinagdo com fibra e/ou uma enzima
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digestiva.

A composicao é suplementada com polifenois.

[032] Ainda em outro aspecto, a invengao compreende o uso da composicao
de qualquer um dos aspectos anteriores para a preparacao de um medicamento
para:

tratar ou prevenir a constipacao, ou manter ou melhorar a regularidade

intestinal, em um individuo;

tratar ou prevenir um desequilibrio de microbiota em um individuo;

manter ou aumentar as bactérias benéficas no trato digestivo de um individuo;

manter ou aumentar Faecalibacterium prausnitzii no trato digestivo de um

individuo; ou

[033] tratar ou prevenir a sindrome do intestino irritavel ou a doenca
inflamatdria do intestino em um individuo.

[034] O breve sumario anterior descreve de forma ampla as caracteristicas e
as vantagens técnicas de certas modalidades da presente invencdao. Outras
vantagens técnicas serao descritas na descricao detalhada da invencao e exemplos
a seguir.

[035] Novas caracteristicas que se acredita serem caracteristicas da invengao
serao melhor compreendidas a partir da descricao detalhada da inven¢ao quando
consideradas em relacdao a quaisquer figuras e exemplos anexos. Contudo, as
figuras e exemplos aqui fornecidos se destinam a ajudar a ilustrar a inven¢ao ou a
auxiliar no desenvolvimento de uma compreensao da invengao, e nao se destinam

a limitar o escopo da invencao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
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[036] Figura 1; O teor de polifenois de kiwi verde (Hayward) e ouro (Gold3)
em po pré- e pos-digestao.

[037] Figura 2; Alteracao no crescimento de cepas de bactérias quando
expostas a agua e extratos de DMSO de kiwi ouro (Gold3) em pé digerido.

[038] Figura 3; Efeito do kiwi ouro (Gold3) em pd sobre a producao de acidos
graxos de cadeia curta in vitro com o uso de um modelo de fermentag¢ao misto.

[039] Figura 4; Esquema de testes de tratamentos, periodos de washout e
pontos de amostragem.

[040] Figura 5A: Melhoria no indice de Satde Digestiva em participantes com
constipacao funcional apds tratamento com GOLD (Gold3).

[041] Figura 5B: Diferenca liquida na abundancia de Faecalibacterium
prausnitzii em participantes com constipacao funcional apds tratamento com GOLD
(Gold3)

[042] Figura 5C: Dados quantitativos de PGR (LOG transformado) mostrando
a diferenca liquida nos niveis de Faecalibacterium prausnitzii em participantes com
constipacao funcional apds tratamento com GOLD (Gold3).

[043] Figura 6; Dados de LightCycler® 480 gPCR apresentando grupos
bacterianos como o nimero médio de cdpias do gene 16S rRNA/grama de amostra
fecal (linha superior LOG transformado, linha inferior dados naturais) calculado e o
erro padrao da média (SEM) como barras de erro antes e apds cada periodo de
tratamento no grupo saudavel.

[044] Figura 7; Dados de LightCycler® 480 qPCR apresentando grupos
bacterianos como o nimero médio de cdpias do gene 16S rRNA/grama de amostra
fecal (linha superior LOG transformado, linha inferior dados naturais) calculado e o

erro padrao da média (SEM) antes e apds cada periodo de tratamento no grupo
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com constipacao funcional.

Descri¢ao detalhada da invengao

[045] A descricdo a seguir apresenta inUmeras configuracdes
exemplificadoras, parametros e semelhantes. Deve-se reconhecer, no entanto, que
tal descricao nao pretende ser uma limitacao do escopo da presente invengao, mas
é, em vez disso, fornecida como uma descricao das modalidades exemplificativas.

[046] Todas as referéncias, incluindo patentes e pedidos de patente, citadas
neste relatdrio descritivo sao aqui incorporadas a titulo de referéncia. Nao se
admite que qualquer referéncia constitua a técnica anterior. Nem a discussao de
gualquer referéncia constitui uma admissao de que essa referéncia faz parte do
conhecimento geral comum na técnica, na Nova Zelandia ou em qualquer outro
pais.

Defini¢goes

[047] Em cada caso aqui, nas descricdbes, modalidades e exemplos da
presente invencao, os termos "compreendendo"”, "incluindo", etc., devem ser lidos
de forma expansiva, sem limitacdo. Dessa forma, a menos que o contexto exija
claramente o contrario, ao longo da descricao e das reivindicacdes, as palavras
"compreende", "compreendendo", e semelhantes, devem ser interpretadas em um
sentido inclusivo como opostas a um sentido exclusivo, ou seja, no sentido de
"incluindo, mas nao limitado a".

[048] "Regularidade intestinal" significa ter movimentos intestinais
regulares, por exemplo, em uma base diaria ou semanal. Embora a regularidade se
diferencie de pessoa para pessoa, um numero esperado de evacuacdes pode variar
de pelo menos quatro vezes por semana para pelo menos uma vez por dia.

Uma “melhoria” na regularidade significa um aumento em pelo menos uma
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evacuagao por semana.

[049] O termo "irregularidade do intestino" significa que a regularidade das
evacuacgoes foi comprometida. Isto pode significar, por exemplo, um periodo de
tempo aumentado entre as evacuag¢des, ou uma diminuicdo no numero esperado
de evacuacgdes por dia ou por semana. Por exemplo, uma redu¢dao em pelo menos
uma evacuagao por semana pode indicar uma irregularidade intestinal.

[050] Como usado aqui "constipacao"” significa ter um ou mais sintomas de
estar constipado, por exemplo, um ou mais dentre: esfor¢co durante um movimento
intestinal; fezes duras ou grumosas; sensacao de obstru¢ao ou bloqueio anorretal;
sensacao de evacuacao incompleta; manobras manuais para facilitar a defecacao;
ou trés ou menos evacuagdes em uma semana.

[051] Um "auxiliar dietético" é uma composicao que auxilia na digestdo ou
outros aspectos do sistema digestivo, por exemplo, fibra solivel e insoluvel,
enzimas digestivas, probidticos, prebidticos e simbidticos. Sao incluidas como
auxiliares digestivos as composicOes que compreendem um ou mais dentre
psyllium, metilcelulose, glucomanano, magnésio, linhaca, papula, gengibre, aloé
(por exemplo, sumo de aloé vera) e ruibarbo.

[052] Uma "enzimadigestiva" é uma enzima que auxilia na fun¢ao do sistema
gastrointestinal. Estdao incluidas actinidina, amilase, protease, lipase, lactase,
maltase, sucrase e celulase.

[053] "Trato digestivo" e "trato gastrointestinal" referem-se ao sistema
digestivo (isto &, sistema gastrointestinal) de um ser humano e de outro animal. Isso
inclui o eso6fago, estdbmago, intestino delgado, incluindo o duodeno, jejuno e ileo,
intestino grosso, incluindo o ceco, célon ascendente, transverso, descendente,

sigmoide e reto. "Intestino" é um sindbnimo para o trato intestinal.
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[054] Um "transtorno" do trato digestivo inclui uma doenca ou outro estado
qgue afeta o sistema digestivo (isto &, sistema gastrointestinal), que pode ser um
estado agudo ou cronico, tal como inflamagao, constipagao, irregularidade do
intestino, desequilibrio de microbiota (por exemplo, niveis reduzidos de organismos
benéficos, razGes alteradas de organismos benéficos e/ou niveis aumentados de
organismos deletérios). Os transtornos particulares incluem a doenca inflamatdria
dointestino e a sindrome do intestino irritavel. Outros transtornos sao descritos em
detalhe aqui.

[055] "Gold3" refere-se a uma variedade particular de kiwis ouro também
conhecidos como ‘Zesy002’, e comercializado como kiwi ZESPRI® SUNGOLD. Um
pedido de direitos sobre a variedade vegetal da Nova Zelandia foi feito em 25 de
junho de 2009 para Gold3 sob o numero de pedido K1IW042. O nome botanico para
o kiwi ouro Gold3 é Actinidia chinensis Planch.

[056] Um "derivado genético" de uma variedade de kiwi ouro (por exemplo,
variedade Gold3) refere-se a cultivares descendentes, mutantes (sports) ou outras
cultivares que sdao obtidas a partir do estoque original de kiwi ouro. Isto inclui
descendentes obtidos a partir de um cruzamento genético com o kiwi ouro original,
por exemplo, progénie F1 ou progénie F2. O termo "derivado genético" pode se
referir a propria planta derivada, ou a seu fruto.

[057] "Inflamacao" refere-se a um estado caracterizado por uma ou mais
dentre: vasodilatacao, calor, vermelhidao, dor, inchago, edema, lesdes, fissuras,
ulceragdes, extravasamento de leucdcitos e perda de fungdo. Estao incluidas ambas
as formas aguda e cronica de inflamacgao, a ultima das quais incluindo transtornos
inflamatérios, por exemplo, doencas autoimunes. E particularmente incluida a

doenca inflamatdria do intestino. Outros transtornos inflamatdrios sdao descritos
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em outra parte deste documento.

[058] Conforme observado aqui, os termos "liofilizacao" e "secagem por
congelagao" sao utilizados de forma sinébnima. Sera compreendido que os termos
"secagem por congelac¢do"/"liofilizacdo" ndo excluem o uso de temperaturas mais
elevadas (isto é, superiores as temperaturas de congelacdao). Por exemplo,
temperaturas mais elevadas podem ser utilizadas para remover a umidade residual
durante a fase de secagem secundaria para procedimentos de liofilizacdo/secagem
por congelacao.

[059] "Microbiota", como usado aqui, refere-se a populagdes de
microrganismos que vivem nos tratos digestivos de seres humanos e outros
animais. Os termos sindnimos sao "microflora" e "microbioma".

[060] Um "desequilibrio microbiano" (também chamado de "disbiose") é um
estado através do qual o niumero de organismos benéficos no sistema digestivo é
reduzido, uma ou mais razées de organismos benéficos sdo alteradas, e/ou o
numero de organismos deletérios no sistema digestivo é aumentado. Os
organismos benéficos podem incluir, por exemplo, bactérias produtoras de acido
lactico e bactérias produtoras de butirato. Os organismos benéficos particulares
incluem, mas nao se limitam a, cepas de Bifidobacterium, cepas deBacteroidaceae
como Bacteriodes fragilis, e também bactérias fecais, tais como bactérias benéficas
do grupo filogenético Clostridium leptum, incluindo Faecalibacterium prausnitzii.
Sao também incluidos Clostridium coccoides, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bacteroides ovatus, Bacteroides cellulosilyticus, Roseburia intestinalis, Roseburia
inulinovorans, Ruminococcus bromii, e Ruminococcus flavefaciens. Também sao
incluidos organismos benéficos dos grupos de Bacteroides-Prevotella-

Porphyromonas, Lachnospiraceae, e lactobacilos. Os organismos deletérios podem
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incluir, como exemplos nao limitativos, cepas de Staphylococcus e Salmonella, bem
como membros dos grupos Enterobacteriaceae, Pasteurellacaea, Veillonellaceae, e
Fusobacteriaceae.

[061] Um "prebidtico" é uma composicdo que aumenta o numero e/ou a
atividade de organismos benéficos no sistema digestivo. Tipicamente, um
prebidtico compreende componentes fermentdveis e produz mudangas positivas
(por exemplo, niveis, atividades ou raz6es melhoradas) nas populacdes de bactérias
benéficas na microbiota gastrointestinal. Isto inclui, por exemplo, bactérias
produtoras de acido lactico e/ou bactérias produtoras de butirato. Exemplos
especificos de organismos benéficos incluem cepas de Bifidobacterium e cepas de
Faecalibacterium, incluindo cepas de Faecalibacterium prausnitzii, e também cepas
de Bacteroidaceae como Bacteriodes fragilis. Sao também incluidos Clostridium
coccoides, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Bacteroides
cellulosilyticus, Roseburia intestinalis, Roseburia inulinovorans, Ruminococcus
bromii, e Ruminococcus flavefaciens. Também sdo incluidos os grupos
deBacteroides-Prevotella-Porphyromonas, Lachnospiraceae, e lactobacilos, bem
como outros organismos aqui descritos.

[062] Um "probidtico" é uma composicao que compreende um ou mais
organismos benéficos que colonizam o sistema digestivo, incluindo o cdlon, por
exemplo, bactérias produtoras de acido lactico e/ou bactérias produtoras de
butirato. Organismos benéficos especificos incluem cepas de Bifidobacterium e
cepas de Faecalibacterium, incluindo cepas de Faecalibacterium prausnitzii, e
também cepas de Bacteroidaceae como Bacteriodes fragilis, bem como outros
organismos descritos aqui.

[063] Um "simbidtico" &€ uma composicao que combina um ou mais agentes
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prebidticos e um ou mais organismos probidticos.

[064] Como usado aqui, um “sujeito” pode ser um animal humano ou nao
humano, particularmente, um mamifero, incluindo bovinos, ovinos, caprinos,
suinos, cavalos e outros animais de pecuaria, incluindo, também, caes, gatos e
outros animais domesticados.

[065] "Tratamento", como usado aqui, pretende significar a reducao,
melhoria ou resolugdo de um transtorno, por exemplo, um transtorno
gastrointestinal, tal como uma doenca ou outro estado do sistema gastrointestinal.
Um tratamento resultara na redugao, melhoria ou eliminagdao de um ou mais
sintomas do transtorno.

[066] "Prevengao", como usado aqui, pretende significar parar ou retardar o
aparecimento de um transtorno, por exemplo, um transtorno gastrointestinal, tal
como uma doenca ou outro estado do sistema gastrointestinal. Uma medida
preventiva resultard na paralisagdo ou atraso de um ou mais sintomas do
transtorno, ou uma diminui¢cao dos sintomas, se os mesmos surgirem.

Kiwi ouro e bioatividade associada

[067] Gold3 é uma nova variedade de kiwis ouro desenvolvida por Zespri®,
gue se constatou ter uma tolerancia a Pseudomonas syringae pv actinidiae (Psa;
uma doenca bacteriana da videira de kiwi) e estd substituindo a variedade Hortl 6A
como a nova variedade de ouro comercial de escolha na Nova Zelandia. A variedade
Gold3 de kiwi é semelhante em composi¢cdao nutricional a sua antecessora, tendo

menos teor de fibra dietética e de actinidina do que o kiwi verde (Tabela 1).

Tabela 1: Teor nutricional de todo o kiwi
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Propriedades nutricionais médias das amostras colhidas 2009/10?
Kiwi Verde

Kiwi Ouro (Actinidia chinensis) (Actinidia

Componente Unidades
deliciosa)

Gold3 Hort16A Hayward
Vitamina C mg/100 g 133 92 89
Vitamina E IU/100 g 1,4 2,1 1,4
Fibra dietética soltvel g/100g 2,1 2,2 3,6
Fibra dietética insoltuvel | g/100 g <1 1,1 2,1
Beta caroteno mg/100 g 0,016 0,025 0,023
Alfa caroteno mg/100 g <0,005 <0,005 <0,005
Aclcar total g/100¢g 12,7 12,4 9,5
Acido félico mg/100 g 21,4 24,6 29,9
Oxalato Rafideos/g 585 1267 965
Actinidina FU/100 g 88 3,4 334
Nitrogénio mg/100 g 164 148 135
Fosforo mg/100 g 25,3 23,8 26,8
Potassio mg/100 g 327,5 305 335
Célcio mg/100 g 23 31,8 35,3
Magnésio mg/100 g 12,7 15,4 15,3
Enxofre mg/100 g 15,2 15,3 14,8
Ferro mg/100 g 0,265 0,267 0,323
Boro mg/100 g 0,333 0,385 0,33
Cobre mg/100 g 0,106 0,131 0,095
Manganés mg/100 g 0,055 0,087 0,139
Zinco mg/100 g 0,073 0,106 0,104
Sédio mg/100 g <1 1,78 1,61

L guia de informacdes de novas variedades Zespri® 2010.

[068] Uma vez que as variedades kiwi ouro contém niveis mais baixos de fibra
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e actinidina, os componentes considerados como sendo principalmente
responsaveis pelos efeitos de laxacdao de kiwis verde, seria de esperar que um
produto derivado de kiwi ouro teria um menor efeito laxante do que um derivado
do kiwi Hayward verde.

[069] Surpreendentemente, os inventores verificaram que o pé derivado de
kiwi Gold3 (GOLD) melhorou a laxacdo ao mesmo grau que o pd derivado de kiwi
Hayward verde (ACTAZIN™) em individuos saudaveis (ver Exemplos 5 e 6, aqui a
seguir). Estes resultados sugerem que outros componentes bioativos de kiwi
presentes no po de Gold3 podem ter um maior impacto sobre o efeito de laxacao
observado do que dita a convencgao atual. As composicdes sao, portanto, Uteis para
melhorar ou manter a regularidade do intestino e/ou tratar ou prevenir a
constipacao.

[070] Embora ndo pretendendo se ater a nenhuma teoria, postula-se que os
polifenois podem ser ingredientes ativos importantes nas variedades de kiwi ouro,
em especial, na variedade Gold3 de kiwi. Postula-se que a eficacia observada para
a laxacao pode ser atribuivel a combinacdao da fibra, enzimas, carboidratos
prebidticos, e polifenois na fruta.

[071] Os polifenois sao compostos que ocorrem naturalmente em plantas,
caracterizados pela presenca de uma ou mais unidades de fenol. Acredita-se que
pelo menos alguns dos beneficios para a saude dos polifenois surgem através do
favorecimento do crescimento de bactérias benéficas e pelas bactérias
convertendo os polifenois em outros compostos bioativos que sao absorvidos na
corrente sanguinea e exercem efeitos tanto no intestino como em outras partes do
corpo (Seeram 2014; Cardona et al. 2013).

[072] Estima-se que 90 a 95% do consumo total de polifenois se acumula no
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colon onde os compostos fendlicos sdao submetidos a metabolismo por micrébios
intestinais para gerar metabdlitos de baixos pesos moleculares. Estes metabdlitos
sao absorviveis e podem ser atribuiveis para os efeitos de saude observados dos
polifenois (Cardona et al. 2013).

[073] Com base nos resultados aqui apresentados, os inventores acreditam
gue os polifenois das variedades de kiwi ouro, por exemplo, Gold3 ou seus
derivados, podem ter a capacidade de atuar como prebidticos. Os pesquisadores
no campo descreveram o0s prebidticos como ‘"ingredientes seletivamente
fermentados que resultam em mudancgas especificas na composi¢do e/ou atividade
da microflora gastrointestinal, conferindo assim beneficio(s) sobre a saude do
hospedeiro" (Gibson et al. 2010).

[074] Em particular, o kiwi ouro tem teores mais elevados de polifenois que
o kiwi verde (ver, por exemplo, Drummond 2013; ver também Tabela 5, no presente
documento). Além disso, estudos in vitro dos inventores mostraram que kiwi ouro
Gold3 em p6 digerido (digestdao gastrointestinal superior simulada) tem um perfil
de polifenol alterado em comparacdao com a pré-digestdao (ver Exemplo 2); no
entanto, o teor fendlico geral é mantido. Embora o kiwi verde em p6 também tenha
um perfil de polifenol alterado pds-digestao, o teor global é reduzido por digestao
(ver Exemplo 2).

[075] A partirdai, osinventores concluem que os polifenois presentes no kiwi
ouro Gold3 em pod estao sobrevivendo a digestao no estdbmago, melhor do que os
no kiwi verde em pd. Isto significa que os polifenois do kiwi ouro, tal como a
variedade Gold3 de kiwi estdo disponiveis para a biotransformacao em diferentes
compostos fendlicos.

[076] Sem se ater a teoria, acredita-se que o kiwi ouro Gold3 tem um perfil
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Unico rico em acido clorogénico, E-cafeoil-3-glicosideo, florizina, procianidina B2, e
guercetina. Acredita-se que estes compostos fendlicos permanecem 'nao digeridos'
e, portanto, transitam para o cdélon, onde sao metabolizados pela microbiota
intestinal em metabdlitos (derivados fendlicos). Estes derivados podem ser
absorvidos e passam a interagir em outras vias metabdlicas e trazem beneficios
para a saude, incluindo a laxacao facilitada.

[077] Sabe-se que a via de fenilpropanoide produz a maior parte dos
compostos fendlicos presentes em plantas. Os fenilpropanoides controlam os
sistemas de reparacao, crescimento e defesa de plantas (sistemas imunoldgicos), e
a sua interacdo com os micrébios benéficos e predadores benéficos (sistemas
tréficos). Assim, é possivel que os compostos fendlicos na variedade Gold3 possam
ser responsaveis tanto por pela resisténcia da planta a praga como pelos beneficios
digestivos do p6 derivado de Gold3, tal como aqui divulgado.

[078] Os inventores também constataram que o kiwi ouro Gold3 em pé
contém componentes resistentes a digestdao, que sao conhecidos por ter
propriedades prebidticas (ver Exemplo 4). Estes componentes auxiliam na
modulacdao da microbiota intestinal, e estimulam a produc¢dao de metabdlitos, tais
como acidos graxos de cadeia curta (SCFAs; ver Exemplo 4), que sdo atribuidos com
varios beneficios para a saude.

[079] Além disso, os inventores constataram que o kiwi ouro Gold3 em pé
influencia o padrao de crescimento da microflora intestinal, estimulando o
crescimento de bactérias benéficas em relacdo as bactérias prejudiciais (ver
Exemplo 3). Notavelmente, os inventores também constataram um aumento
significativo na abundancia relativa de Faecalibacterhim prausnitzii em amostras

fecais de pacientes com constipacao tratados com kiwi ouro Gold3 em pé (Exemplos
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7 e 8). Este aumento de bactérias benéficas, incluindo F. prausnitzii, foi confirmado
por analise por PCR quantitativa (Exemplos 9 e 10).

[080] Esta é uma descoberta significativa uma vez que as concentracoes
empobrecidas de F. prausnitzii estdao associadas com transtornos gastrointestinais,
e em particular, com estados inflamatérios do trato gastrointestinal. Nota-se que
niveis reduzidos de F. prausnitzii tém sido associados, especificamente, com a
sindrome do intestino irritavel (IBS) e doenca inflamatéria do intestino (IBD), bem
como outros estados clinicos. Ver, por exemplo, Sokol et al. 2008; Sartor 2011. Ver
também, mais adiante.

[081] Deste modo, é evidente que os kiwis Gold3 ouro e seus derivados
genéticos podem ser usados nas composicdes para: tratar ou prevenir a
constipacao, manter ou melhorar a regularidade do intestino, tratar ou prevenir o
desequilibrio da microbiota, manter ou aumentar as bactérias benéficas no trato
digestivo, manter ou aumentar F. prausnitzii no trato digestivo, e/ou tratar ou
prevenir a sindrome do intestino irritavel ou doenca inflamatéria do intestino.
Outros usos para a composicao sao descritos em detalhe nesse documento.

Métodos para produg¢ao de composicoes de kiwi

[082] A presente invencao se refere, em geral, a uma composicao preparada
a partir de kiwi ouro. Em um aspecto particular, a composicao é preparada a partir
de Actinidia chinensis. De preferéncia, é usada a variedade Gold3 (também
conhecida como G3) de kiwi ouro. Em outros aspectos, podem ser usados um ou
mais derivados genéticos da variedade kiwi ouro. Por exemplo, pode ser desejavel
usar a progénie F1 ou F2 de um cruzamento genético que inclui o estoque principal
da variedade de kiwi ouro. Alternativamente, quaisquer cultivares mutantes ou

outros cultivares obtidos a partir do original podem ser utilizadas.
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[083] A composicao pode ser preparada na forma de pd, por exemplo, um
po liofilizado, ou em qualquer outra forma de dosagem adequada. Em certos
aspectos, pode ser desejavel formular o pd em comprimidos (incluindo
comprimidos se dissolu¢ao rapida) ou capsulas (incluindo capsulas de liberagao
prolongada). Os comprimidos podem ser comprimidos ranhurados, comprimidos
mastigaveis, comprimidos efervescentes, comprimidos orodispersiveis, ou
comprimidos para formar uma suspensao. As capsulas podem ser capsulas de
gelatina, incluindo capsulas de gelatina produzidas por encapsulamento de gel em
peca Unica e encapsulamento de gel em duas pegas. As capsulas que nao sao de
gelatina também estao incluidas, bem como pilulas. O pd pode ser fornecido na
forma de fluxo livre ou como um bolo sélido. A composicao pode ser fornecida
como um po para formar uma suspensao, um po para formar uma solugao, granulos
orais a granel, ou p6 oral a granel. Alternativamente, a composicao pode formulada
como um tonico, elixir, linctus, concentrado, xarope, solug¢ao, suspensao, emulsao,
guantidades em goles, puré, pasta, ou como gotas. Em outros aspectos, a
composicao pode ser formulada como um gel ou geleia. A composicao pode ser
fornecida em forma de saché, por exemplo, um saché em p6, ou um saché de gel
ou geleia. Sao também incluidas formulacdes que compreendem tiras finas, ou que
compreendem sdlidos em uma cdpsula para misturar com o alimento ou bebida.
Outras formulas sao também possiveis, como descrito aqui abaixo.

[084] Ascomposi¢des dainvencdao podem ser preparadas a partir de um puré
de kiwi ouro obtido de uma ou mais fontes comerciais. De preferéncia, o puré de
kiwi ouro teve tanto as sementes como a pele removida. E também preferido que
o puré tenha sido preparado com um tamanho de peneira de cerca de 1 mm ou

menos. Prefere-se ainda que o puré tenha uma viscosidade (medida a 12,5° Brix,
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20°C) de cerca de 12,0; ou pode variar de 10,0a 14,0; oude 11,0a 13,0; oude 11,75
al12,25;ouumde 11,82 12,2; oude 11,9 a 12,1; ou pode ser de cerca de 11,0, de
cerca de 11,25, de cerca de 11,7, de cerca de 11,8, de cerca de 11,9, de cerca de
12,1, de cerca de 12,2, de cerca de 12,3, ou de cerca de 12,5.

[085] O pH do puré pode variar de 3,2 a 3,8; ou 3,0 a 4,0; ou 3,1 a 3,9; ou
pode ser de cerca de 3,1, de cerca de 3,2, de cerca de 3,3, de cerca de 3,4, de cerca
de 3,5, de cercade 3,6, de cercade 3,7, de cerca de 3,8, de cerca de 3,9, ou de cerca
de 4,0. Em algumas circunstancias, pode ser desejavel ajustar o pH do puré ou da
composicao final para aproximar os niveis fisioldgicos. Em particular, pode ser util
a obtencdo de uma faixa de pH de 6,0 a 8,0; oude 6,5a 7,5; oude 6,8 a 7,2; ou um
pH de cerca de 6,5, cerca de 6,7, cerca de 6,8, cerca de 6,9, cerca de 7,0, cerca de
7,1, cercade 7,2, cerca de 7,3, cerca de 7,4, ou cerca de 7,5.

[086] Em certos aspectos, as composicdes da invencao podem ser
preparadas por tecnologia de "polpacao macia" referida na Patente da Nova
Zelandia n® 235972 (que é aqui incorporada por referéncia), que pode ser adaptada
para produzir um suco de kiwi ouro polpudo.

[087] Em estagios preparatorios iniciais, os kiwis ouro podem ser submetidos
a um processo de pré-tratamento que pode incluir as etapas bem conhecidas de
amadurecimento, inspecdo, classificacdo e/ou selecdo dos kiwis. Com respeito ao
amadurecimento, é preferencial utilizar kiwi ouro amadurecido ou maduro quando
se produzem as composi¢des de acordo com a inveng¢do; no entanto, material
apodrecido ou em decomposicao &, de preferéncia, evitado.

[088] O amadurecimento pode ser avaliado usando métodos amplamente
conhecidos e utilizados na técnica. O amadurecimento pode ser medido antes da

colheita ou processamento do kiwi ouro. Em particular, o amadurecimento pode
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ser medido usando o sistema de Brix. O kiwi ouro com um nivel de acucar que varia
de 16 a 21°Brix; ou 14° a 23°Brix; ou 15° a 22°Brix; ou cerca de 14°, cerca de 15°,
cerca de 16°, cerca de 17°, cerca de 18°, cerca de 19°, cerca de 20°, cerca de 21°,
cerca de 22°, ou cerca de 23°Brix, pode ser indicativo de amadurecimento.

[089] O kiwi ouro que excede este nivel de Brix pode estar excessivamente
maduro ou em fermentac¢ao e pode nao produzir uma composicao ideal. Os kiwis
com um nivel de Brix abaixo do ideal podem ser artificialmente amadurecidos antes
do uso. O tempo deixado em armazenamento pode ser suficiente para alcangar o
amadurecimento. Por exemplo, o kiwi ouro colhido a cerca de 5°Brix pode subir
para acima dos 10°Brix em 4 a 6 semanas em armazenamento a frio a 0°C. Este fruto
ira amadurecer para chegar a 12°Brix ou mais apos a remoc¢ao do armazenamento
a frio. Outras alteragdes na quimica também ocorrem durante o amadurecimento
de modo que o kiwi esteja dentro da faixa ideal de maturacdo para fornecer um
produto otimizado.

[090] Como parte do processamento, os kiwis ouro podem ser esterilizados.
A fruta pode ser passada através de um conjunto tendo uma ou mais escovas
rotativas para remover qualquer matéria estranha aderente. Técnicas
convencionais de lavagem podem entao ser utilizadas. Por exemplo, é possivel usar
uma série de bicos de pulverizacao para lavar os kiwis. Os aditivos de lavagem que
auxiliam na limpeza ou na reducao das contagens de bactérias dos kiwis podem ser
utilizados de acordo com os regulamentos e as exigéncias locais. Por exemplo, o
fruto pode ser lavado com uma lavagem de cloro e/ou uma lavagem de agua
impregnada com ozdénio seguido por uma lavagem com agua doce.

[091] O kiwi ouro esterilizado pode entao ser transportado para dentro de

um distribuidor. Este pode ser afunilado para formar um funil para dirigir o kiwi, um
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aum, ao conjunto de corte. O conjunto de corte pode incluir um dispositivo de corte
tal como um laser de agua ou semelhante, que tem a vantagem de evitar danos a
semente para que a semente da fruta ndo contamine a polpa. Outros dispositivos
de corte apropriados incluem laminas circulares rotativas, laminas de
reciprocidade, dispositivos de corte com jato fluido, laminas oscilantes, etc.

[092] O dispositivo de corte pode cortar o kiwi ouro substancialmente no
meio, por exemplo, no seu comprimento. Alternativamente, o dispositivo de corte
pode ser substituido por um dispositivo de esmagamento macio capaz de romper a
pele dos kiwis. De preferéncia, isto é feito sem causar dano celular significativo aos
kiwis. Por exemplo, o kiwi ouro pode ser dirigido entre os rolos para se obter a
ruptura da pele do kiwi. Em particular, o kiwi pode ser rebentado por passagem da
fruta através de rolos espacados inclinados um para o outro. Este método pode ser
usado para espremer a fruta de modo que a pele é separada. O kiwi rebentado
permanece substancialmente intacto, mas facilmente separavel em grandes
fragmentos. Outros métodos de ruptura podem ser usados.

[093] Apds o corte, os segmentos de kiwi ouro podem ser passados através
de um conjunto de prensagem destinado a separar a pele da polpa. O conjunto de
prensagem pode ser adaptado para realizar um processo de polpagao ou trituragao.
Tal processo pode ser relativamente leve e suave ("polpacdo macia") em
comparacao com as técnicas de polpacao de fruta convencionais. Com a polpacao
macia, nao ocorre desintegracdao ou lise significativa de células de frutas ou
componentes. De preferéncia, apenas uma pequena propor¢ao (geralmente menos
de 5 a 10%) de sementes é fragmentada por este processo. Sdo excluidos dos
processos de polpacdo macia os métodos de lise quimicos e/ou enzimaticos,

técnicas térmicas, técnicas dirigidas a decomposicdao de células, e técnicas
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mecanicas que envolvem a pulverizacao excessiva de material de fruto.

[094] Em uma modalidade, o conjunto de prensagem realiza a polpacao
macia do kiwi ouro pressionando os segmentos de kiwi entre uma prensa de correia
dupla convergente. As correias de prensagem podem ser multiplos lagos girados em
torno de uma série de polias. A distancia que separa as correias de prensagem pode
diminuir na direcao do percurso do kiwi. Desta forma, pode ser exercido um
aumento de forga sobre o kiwi a medida que o mesmo se desloca ao longo do
comprimento do conjunto de prensagem. Isso pode produzir polpacao do kiwi sem
prejuizo significativo para as sementes. Isto, por sua vez, impede que as sementes
contaminem a polpa.

[095] A polpa gerada a partir do conjunto de prensagem pode ser dirigida a
um processo de triagem, a fim de separar as sementes da polpa. Em particular, a
polpa pode ser separada da semente, utilizando uma técnica de triagem mecanica
macia. Por exemplo, um finalizador de polpa pode ser usado. Este inclui um
impulsor flexivel rotativo que é girado no interior de uma peneira em forma de
cone, com aberturas de um tamanho predeterminado. Em aspectos particulares, o
tamanho das aberturas é selecionado para permitir que a polpa e o suco do kiwi
passem através da peneira, mantendo uma porg¢ao substancial, sendo a totalidade,
das sementes no interior da cavidade interna definida pela peneira.

[096] Em certos aspectos, pode ser preferencial usar uma pasta em vez de
um puré do kiwi ouro. Uma pasta de kiwi pode ser feita como um concentrado. Por
exemplo, a fruta pode ser aquecida durante varias horas, coada, e reduzida a uma
forma concentrada espessa. A fruta pode ser aquecida depois da remocao das
peles, ou apds o processo de polpacao ou de formacao de puré. A fruta pode ser

aquecida gradualmente, e depois mantida aquecida a uma temperatura moderada,
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com mistura. Depois do espessamento, a pasta pode ser espalhada sobre uma folha
plana, ou transferida para uma embalagem, por exemplo, um saco, tubo, frasco,
garrafa ou outro recipiente. A pasta pode ser transferida de forma asséptica, de tal
modo que seja adequada para consumo humano. De preferéncia, a pasta de kiwi é
produzida a partir de kiwi ouro maduro. De preferéncia, a pasta é preparada a partir
de fruta em polpa. A pasta pode ser uma preparacao lisa, e pode compreender um
concentrado de cerca de 40° Brix; ou de 30° a 50° Brix; ou de 35° a 45° Brix; ou cerca
de 35°, cerca de 36°, cerca de 37°, cerca de 38°, cerca de 39°, cerca de 41°, cerca de
42°, cerca de 43°, cerca de 44°, ou cerca de 45° Brix.

[097] A polpa (por exemplo, na forma de pasta ou puré) pode entdo ser
processada por uma etapa de congelacao. Isto pode ser seguido ou utilizado junto
com uma etapa de secagem. Em uma modalidade alternativa, a polpa é seca e
processada para formar um pdé sem uma etapa de congelacdo intermediaria. Por
exemplo, métodos envolvendo a secagem em tambor podem ser utilizados. No
processo de secagem em tambor, um puré ou pasta pode ser seco a temperaturas
relativamente baixas sobre tambores rotativos de alta capacidade, que produzem
folhas de produto secas em tambor. Em certos aspectos, um aditivo pode ser
utilizado para acelerar ou, entdo, auxiliar no processo de secagem. Por exemplo, o
amido de ervilha ou outros auxiliares de secagem podem ser utilizados. O produto
seco pode entdo ser moido até uma forma de floco ou pé acabada. Com vantagem,
técnicas de secagem em tambor podem ser usadas para produzir uma composi¢ao
seca que conserva seus componentes principais, por exemplo, compostos fendlicos,
e que pode ser facilmente reconstituida usando liquido. Por exemplo, podem ser
feitos produtos secos em tambor para serem sollveis em agua fria. Como outras

alternativas, a secagem por correia ou secagem por conveccdo pode usada. Tais
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métodos de secagem sao amplamente conhecidos e usadas na técnica.

[098] Se o congelamento for usado, é preferivel congelar a polpa logo que
possivel depois de que a mesma é produzida para manter a frescura. No entanto, a
congelacao pode ser realizada dentro de 24 ou 48 horas, como necessario.
Metodologias de congelag¢dao sao bem conhecidas e nao precisam ser aqui descritas
em maiores detalhes. O congelacdo rdpida é particularmente preferida para uso de
acordo com a inveng¢ao. A polpa pode ser congelada em estacas de tamanho
padrdo, que sao usadas para recolher a polpa fresca apds o processamento. A polpa
pode ser armazenada congelada (por exemplo, a -18°C) até que seja necessario
fazer a composicao.

[099] A polpa congelada pode ser seca por congelagao, isto é, liofilizada.
Técnicas de secagem por congelacdao sao amplamente conhecidas e comumente
usadas. O ciclo de secagem por congelacao pode ser de cerca de 48 horas; ou pode
variar de 40 a 56 horas; ou de 12 a 36 horas; ou 36 a 60 horas; ou cerca de 40 horas,
cerca de 42 horas, cerca de 44 horas, cerca de 46 horas, cerca de 48 horas, cerca de
50 horas, cerca de 52 horas, ou cerca de 54 horas. Um ciclo de liofilizacdo mais
longo, por exemplo, pelo menos 48 horas ("liofilizacdo suave"), pode ser usado para
reter a atividade maxima. Em aspectos particulares, o processo pode ser realizado
de tal forma que a formacao de agua é evitada, e o teor de umidade é minimizado
durante o processamento.

[100] Pode ser desejavel o uso de um processo de liofilizagao particular para
a obtenc¢ao do produto seco. Por exemplo, um programa de secagem por liofilizagao
pode ser usado como parte de um sistema de secagem automatizado. O processo
de liofilizacdao pode incluir varias etapas de secagem, por exemplo, com aumentos

e reducbes graduais de temperatura. De preferéncia, uma configuracdo de secagem
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primaria é usada para sublimacdo, seguida por uma ou mais configuracdes de
secagem secundarias que s3ao usadas para remover a umidade residual. Em
aspectos particulares, a temperatura mais alta do processo de liofilizagdo nao
excede 70°C. Em outros aspectos, a temperatura do processo de liofilizagao varia
entre -10°C a 70°C. Em um outro aspecto, é usada a liofilizacao por até 48 horas.

[101] O produto seco resultante pode, depois, ser moido para formar o pé
gue pode entdo ser usado como apropriado. Os métodos de moagem sao bem
conhecidos e amplamente usados na técnica. Tamanhos de malha padrdes podem
ser usados para produzir o po, por exemplo, podem ser usados tamanhos de malha
US 20, US 23, US 30, US 35, US 40, US 45, ou US 50. O tamanho da peneira para
formar o po pode variar de 1,0 a 0,3 mm; ou 0,84 a 0,4 mm; ou 0,71 a 0,5 mm; ou
pode ser de cerca de 1,0 mm, de cerca de 0,84 mm, de cerca de 0,71 mm, de cerca
de 0,59 mm, de cerca de 0,5 mm, de cerca de 0,47 mm, de cerca de 0,465 mm, de
cerca de 0,437 mm, de cerca de 0,4 mm, de cerca de 0,355 mm, ou de cerca de
0,3 mm.

[102] Para assegurar a minima degradacdo dos ingredientes de kiwi, o
processo de preparacao pode ser realizado a uma temperatura inferior a 40°C. Em
varias modalidades, o processo é realizado a uma temperatura variando entre -4°C
a 40°C; ou de -1°C a 10°C; ou de 1°C a 6°C; ou de aproximadamente 0°C,
aproximadamente 1°C, aproximadamente 2°C, aproximadamente 3°C,
aproximadamente 4°C, aproximadamente 5°C, ou aproximadamente 6°C. Estas
temperaturas podem ser mantidas durante todo o processo de preparacao,
incluindo o armazenamento de frutos inteiros, antes de serem rompidos, e durante
o processo de polpacdo/formacdo de puré. Para resultados o6timos, estas

temperaturas sdo mantidas pelo menos a partir do ponto em que a fruta foi
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rompida. O uso de tais temperaturas evita a oxidacao do fruto e o uso de agentes
redutores. Em certas circunstancias, pode ser possivel obter a certificagdo organica.

[103] O método de processamento é, de preferéncia, realizado de modo a
evitar ou pelo menos minimizar quaisquer danos ou efeitos sobre o material ativo
no kiwi ouro. Para assegurar métodos de producdao 6timos, as composicoes
resultantes podem ser monitoradas quanto a atividade, por exemplo, quanto ao
teor de polifenois. Pode-se esperar que a composicao contenha, pelo menos, os
seguintes compostos polifendlicos: acido clorogénico, B-cafeoil-3-glicosideo, acido
neoclorogénico, florizina, procianidina B2, e quercetina ramnosideo. Também
podem estar presentes: catequina, epicatequina, E-cafeoil-4-glicosideo, e
guercetina rutinosideo. Os niveis destes polifenois estao indicados aqui abaixo.
Ensaios para os polifenois sao bem conhecidos na técnica e também estao descritos
abaixo. Em particular, é possivel medir equivalentes de acido galico (GAE) para
determinar o teor total de polifenois. Por exemplo, o método de Folin-Ciocalteu
(empregando o reagente de Folin-Ciocalteu, também chamado de reagente de
fenol de Folin ou reagente de Foiin-Denis) pode ser usado para ensaios
colorimétricos in vitro de compostos fenélicos (Singleton et al. 1999).

[104] Alternativamente ou adicionalmente, as composicdes podem ser
testadas para a estimulacao do crescimento de organismos benéficos, por exemplo,
Lactobacillus e/ou Bifidobacterium, ou para o aumento dos niveis de acidos graxos
de cadeia curta, por exemplo, acetato, butirato, e/ou propionato. Estes niveis de
crescimento e niveis de acidos organicos estao indicados aqui abaixo. Os ensaios
correspondentes sdao amplamente conhecidos e também descritos em detalhe
neste documento. De preferéncia, as atividades observadas na estimulacdo do

crescimento bacteriano e dos niveis de acidos organicos, e o teor de polifenois
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observado estdo ainda presentes apds a digestao da composicao, por exemplo, tal
como ensaiado por digestao in vitro. Em aspectos particulares, os ensaios de
digestao in vitro podem ser usados como descrito pelos inventores, neste
documento. Outros ensaios in vitro sdo conhecidos e usados na técnica (ver, por
exemplo, Kaur et al. 2010).

[105] Em algumas circunstancias, pode ser possivel o uso de derivado
genético de estoque de kiwi ouro (por exemplo, estoque de Gold3) para se obter as
composicdes da invencdo. Espera-se que uma composi¢cao obtida de tal derivado
compartilhe uma ou mais das caracteristicas das composicdes obtidas do estoque
de kiwi ouro. As caracteristicas exemplificativas incluem: niveis de polifenois e
perfis de polifenois, niveis de actinidina, niveis de fibra, niveis de vitamina,
estimulacao do crescimento de organismos benéficos, e melhoria dos niveis de
acidos organicos, como mencionado acima e divulgado em detalhe neste
documento.

[106] Em relagao ao fruto propriamente dito, espera-se que os kiwis obtidos
de um derivado genético possam compartilhar uma composicao semelhante
constituida como o kiwi ouro original. Por exemplo, o teor de vitamina C do fruto
pode ser de 100 a 150 mg; ou de 90 a 200 mg; ou de 80 a 220 mg; ou de cerca de
80 mg, de cerca de 90 mg, de cerca de 100 mg, de cerca de 115 mg, de cerca de 130
mg, de cerca de 140 mg, de cerca de 150 mg, de cerca de 160 mg, de cerca de 170
mg, ou de cerca de 180 mg, por 100 g de fruta. O teor de actinidina do fruto pode
ser de 60 a 110 FU; ou de 70 a 100 FU; ou 80 a 90 FU; ou de cerca de 60 FU, cerca
de 70 FU, cerca de 80 FU, cerca de 90 FU, cerca de 100 FU, cerca de 110 FU, ou cerca
de 120 FU, por 100 g de fruta. O teor total de polifenois do fruto pode ser de 250 a
450 mg de GAE; ou de 200 a 800 mg de GAE; ou de 300 a 600 mg de GAE; ou de 270
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a 430 mg de GAE; ou de 280 a 420 mg de GAE; ou de 290 a 410 mg de GAE; ou de
300 a 400 mg de GAE; ou de 310 a 390 mg de GAE; ou de 320 a 380 mg de GAE, por
100 g de fruta.

Composicoes que compreendem kiwi ouro

[107] Os inventores constataram que kiwi ouro Gold3 em pd inclui
ingredientes benéficos que sdo Uteis para a manutencdo da saude do sistema
digestivo, bem como o tratamento e prevencdo de problemas digestivos e/ou
transtornos gastrointestinais. Os inventores demonstraram que o kiwi ouro Gold3
em po é particularmente eficaz para melhorar a regularidade do intestino. O p6 de
Gold3 foi também eficaz na estimulacdo do crescimento de bactérias benéficas em
relacdo as bactérias prejudiciais, e geracdo de aumentos em F. prausnitzii,
especificamente.

[108] Deste modo, as composicdes de kiwi ouro da presente invencao podem
ser usadas para sustentar ou melhorar a saude geral do intestino e/ou para tratar
ou prevenir varias doencas ou outras afeccdes do trato digestivo, incluindo
inflamacdo, constipacdo, desequilibrio da microbiota, sindrome do intestino
irritavel, e doenca inflamatodria do intestino. Além disso, as composi¢cdes podem ser
usadas para manter ou melhorar a regularidade do intestino, e manter ou aumentar
as bactérias benéficas no trato digestivo, incluindo F. prausnitzii.

[109] O kiwi ouro em p6 pode ser encapsulado, comprimido, ou adicionado
ou incorporado em outros produtos. Particularmente englobadas estdo as férmulas
de liberacao retardada, férmulas de liberagdao prolongada, assim como férmulas
para desintegracdo rapida. As cdpsulas de gelatina sdao especificamente incluidas,
assim como sachés e comprimidos mastigaveis. As férmulas de combinacao sao

adicionalmente incluidas, as quais incluem o pd da invencdao misturado com outros
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agentes benéficos, por exemplo, um ou mais probidticos, prebidticos, simbidticos,
ou outros auxiliares digestivos. Em modalidades alternativas, o pé pode ser
reconstituido como um liquido, por exemplo, um concentrado, xarope, suspensao,
ou ténico para administracdo oral, ou como uma composi¢cao de enema ou clister
para administracao retal. Os supositorios retais também estao incluidos.

[110] Em aspectos preferidos, o kiwi ouro em po resultante é encapsulado, e
cada cdpsula contém cerca de 500 mg ou cerca de 600 mg do pd seco; ou variando
de 50 a 650 mg; de 150 a 850 mg; ou de 200 a 800 mg; de 300 a 700 mg; ou de 550
a 750 mg; ou aproximadamente 50 mg, aproximadamente 100 mg,
aproximadamente 150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 250 mg,
aproximadamente 300 mg, aproximadamente 350 mg, aproximadamente 400 mg,
aproximadamente 450 mg, aproximadamente 500 mg, aproximadamente 550 mg,
aproximadamente 575 mg, aproximadamente 590 mg, aproximadamente 610 mg,
aproximadamente 625 mg, aproximadamente 650 mg, aproximadamente 675 mg,
aproximadamente 700 mg, aproximadamente 750 mg, aproximadamente 800 mg,
ou aproximadamente 850 mg, do po seco.

[111] Em certas circunstancias, pode ser desejavel isolar ou enriquecer os
polifenois do kiwi ouro. Em particular, pode ser vantajoso usar o kiwi ouro para
obter composicdes enriquecidas com polifenol, concentrados fendlicos, ou
composicdes compreendendo compostos fenodlicos isolados. Por exemplo, as
composi¢des da invengdao podem ser enriquecidas em polifenois de tal modo que a
sua concentragao é aumentada em relagdao a dos outros componentes do kiwi ouro,
por exemplo, fibras, agucares e/ou proteinas. Em aspectos particulares, as
composicdes da invencao podem incluir os polifenois que foram isolados (por

exemplo, purificados) dos outros componentes do kiwi ouro.
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[112] Os métodos de enriquecimento e extracdao de polifenois sao
amplamente conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Sun-Waterhouse et al. 2009;
Eidenberger et al. 2014). De preferéncia, a composicao resultante tem, pelo menos
2 vezes, pelo menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes, pelo menos 5 vezes, ou pelo
menos 10 vezes a quantidade de polifenois em comparacao com a composicao
preparada sem etapas de enriquecimento ou de isolamento de polifenol. As
composigdes enriquecidas com polifenol, concentrados fendlicos, e composigdes
gue compreendem compostos fendlicos isolados podem ser secas como um pg, e
usadas de acordo com a presente invencdo. Em aspectos particulares, tal p6 é
encapsulado, e cada capsula contém aproximadamente 100 mg, aproximadamente
150 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 250 mg, aproximadamente
300 mg, ou aproximadamente 350 mg, ou aproximadamente 400 mg, de pd; ou
variando de 100 mg a 200 mg; ou de 100 a 300 mg; ou de 200 a 400 mg de po.

[113] A forma farmacéutica pode conter excipientes, por exemplo, um ou
mais antiaderentes, ligantes, revestimentos, desintegrantes, aromatizantes,
corantes, edulcorantes, lubrificantes, deslizantes, agentes de fluxo, agentes
antiaglomerantes, sorventes ou conservantes. Os excipientes Uteis incluem, mas
nao se limitam a: estearina, estearato de magnésio, e acido estearico; sacarideos e
seus derivados, por exemplo, dissacarideos: sacarose, lactose; polissacarideos e os
seus derivados, por exemplo, amidos, celulose ou celulose modificada, tais como
celulose macrocristalina e éteres de celulose, tais como hidroxipropil celulose;
alcoois de acgucar tais como isomalte, xilitol, sorbitol e maltitol; proteinas, tais como
gelatina; polimeros sintéticos tais como polivinilpirrolidona, polietileno glicol;
acidos graxos, ceras, goma-laca, plasticos e fibras vegetais, por exemplo, zeina de

proteina do milho; hidroxipropil metilcelulose; polimeros reticulados, por exemplo,
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a polivinilpirrolidona reticulada (crospovidona), e carboximetil celulose de sédio
reticulada (croscarmelose de sddio); amido glicolato de sédio; didxido de silicio,
silica fumada, talco e carbonato de magnésio.

[114] Espera-se que as composicoes de kiwi ouro da presente invengao
incluam varios componentes, por exemplo, carboidratos, fibra dietética, polifenois,
e actinidina. Em vdrios aspectos, pode ter de 10 a 20 mg de carboidratos; 0,5 a 5,5
mg de fibra dietética; de 0,1 a 0,5 mg de GAE de polifenois; e de 100 a 500 AU de
actinidina, por 25 mg de pd. Em um aspecto especifico, pode ter,
aproximadamente, 18 mg de carboidratos, aproximadamente 3,0 mg de fibra
dietética, aproximadamente 0,28 mg de GAB de polifenois, e aproximadamente 230
AU de actinidina, por 25 mg de po.

[115] As composicdes de kiwi ouro da presente invengcao podem incluir
determinados polifenois como componentes ativos. Os polifenois na composicao
podem ainda estar presentes apds a digestdao da composicao, por exemplo,
digestdo in vitro, como descrito em detalhe aqui. Por exemplo, apds a digestao, o
teor de acido clorogénico da composicdo pode ser pelo menos 40 ug/g, pelo menos
45 ug/g, pelo menos 50 pg/g, ou pelo menos 55 pg/g; ou de 40 a 60 pg/g; ou de 45
a 55 pg/g, com base no peso seco. O teor de E-cafeoil-3-glicosideo da composicdo
pode ser pelo menos 45 pg/g, pelo menos 50 ug/g, pelo menos 55 pg/g, pelo menos
60 ug/g, pelo menos 65, pelo menos 70 pg/g, ou pelo menos 75 pg/g; ou de 40 a 80
ug/g; ou de 50 a 70 pg/g, com base no peso seco. O teor de epicatequina da
composicdo pode ser pelo menos 6 pg/g, pelo menos 7 ug/g, pelo menos 8 ug/g,
pelo menos 9 pg/g, pelo menos 10 pg/g, pelo menos 11 pg/g, pelo menos 12 pg/g,
pelo menos 13 pg/g, ou pelo menos 14 pg/g; ou de 8 a 12 pug/g; oude 9 a 11 ug/g,

com base no peso seco. O teor de acido neoclorogénico da composicao pode ser
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pelo menos 15 pug/g, pelo menos 18 ug/g, pelo menos 20 ug/g, pelo menos 22 ug/g,
pelo menos 25, pelo menos 30 pg/g, ou pelo menos 35 ug/g; ou de 10 a 30 ug/g; ou
de 15 a 25 pg/g, com base no peso seco.

[116] De acordo com outros aspectos, apos digestao, o teor de florizina das
composicoes de kiwi ouro pode ser, pelo menos 45 pg/g, pelo menos 50 pg/g, pelo
menos 55 pg/g, pelo menos 60 pg/g, pelo menos 65, pelo menos 70 pg/g, ou pelo
menos 75 pg/g; ou de 40 a 80 ug/g; ou de 50 a 70 pg/g, com base no peso seco. O
teor de procianidina B2 pode ser pelo menos 15 pg/g, pelo menos 20 ug/g, pelo
menos 25 ug/g, pelo menos 30, pelo menos 35 pg/g, pelo menos 40 ug/g, ou pelo
menos 45 pg/g; ou de 20 a 40 pg/g; ou de 25 a 35 pg/g, com base no peso seco. O
teor de quercetina ramnosideo da composi¢cdo pode ser pelo menos 15 pg/g, pelo
menos 18 pug/g, pelo menos 20 pg/g, pelo menos 22 ug/g, pelo menos 25, pelo
menos 30 pg/g, ou pelo menos 35 ug/g; ou de 10 a 30 pg/g; ou de 15 a 25 pg/g,
com base no peso seco.

[117] Em ainda outros aspectos, apds a digestdao, o teor de catequina das
composicoes de kiwi ouro pode ser pelo menos 0,5 pg/g, pelo menos 1 ug/g, pelo
menos 2 ug/g, ou pelo menos 3 pg/g; ou de 1 a 4 ug/g; ou de 2 a 3 pug/g, com base
no peso seco. O teor de E-cafeoil-4-glicosideo da composicao pode ser pelo menos
3 ug/g, pelo menos 4 pg/g, pelo menos 5 pg/g, pelo menos 6 pg/g, pelo menos 7
ng/g, pelo menos 8 ug/g, ou pelo menos 9 ug/g; oude 4 a 8 ug/g; oude 5a 7 pg/g,
com base no peso seco. O teor de quercetina rutinosideo da composicao pode ser
pelo menos 1 pg/g, pelo menos 2 pug/g, pelo menos 3 ug/g, pelo menos 4 ug/g, ou
pelo menos 5 ug/g; ou de 1 to 5 pg/g; ou de 2 to 4 ug/g, com base no peso seco.

[118] Na auséncia de digestao, as composicoes de kiwi ouro da presente

invencao podem incluir um teor total de polifenois de 1000 a 1200 mg de GAE; ou
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de 900 a 1300 mg de GAE; ou de 800 a 1400 mg de GAE, por 100 g. O teor de E-
cafeoil-3-glicosideo pode ser de 60 a 120 pg/g; ou de 80 a 100 pg/g; ou de 90a 110
ug/g; ou de cerca de 80 ug/g, de cerca de 90 ug/g, de cerca de 100 ug/g, de cerca
de 110 pg/g, de cercade 115 pg/g, ou de cerca de 120 ug/g, com base no peso seco.
O teor de epicatequina pode ser de 20 a 60 pg/g; ou de 30 a 50 pg/g; ou de cerca
de 20 pg/g, de cerca de 30 pg/g, de cerca de 40 pg/g, de cerca de 45 pg/g, de cerca
de 50 pg/g, ou de cerca de 60 ug/g, com base no peso seco. O teor de acido
neoclorogénico pode ser de 20 a 60 pg/g; ou de 30 a 50 pg/g; ou de cerca de 20
ug/g, de cerca de 30 pg/g, de cerca de 39 pg/g, de cerca de 40 pg/g, de cerca de 41
ug/g, de cerca de 50 pg/g, ou de cerca de 60 pg/g, com base no peso seco. O teor
de procianidina B2 pode ser de 40 a 120 pg/g; ou de 50 a 100 pg/g; ou de 65 a 90
ug/g; ou de 60 a 80 pg/g; ou de cerca de 40 pg/g, ou de cerca de 50 pg/g, ou de
cerca de 60 pg/g, ou de cerca de 70 ug/g, ou de cerca de 75 pg/g, ou de cerca de 80
ug/g, ou de cerca de 90 pg/g, ou de cerca de 100 pg/g, com base no peso seco.
[119] As composi¢cdes de kiwi ouro da presente invencao podem também
incluir fibras como componente ativo. Em aspectos particulares, o teor total de
fibras pode serde 12,4 a 12,7%, com base no peso seco; ou de 12,0 a 13,0%; ou de
10 a 15%; ou de cerca de 10%, de cerca de 11%, de cerca de 12%, de cerca de 13%,
de cerca de 14%, ou de cerca de 15%, com base no peso seco. Em aspectos
particulares, o teor de fibras soluveis pode ser de 3,4 a 3,5% com base no peso seco;
oude 3,0a4,0%; oude 3,2 a3,8%; ou de cerca de 3,0%, de cerca de 3,1%, de cerca
de 3,2%, de cerca de 3,3%, de cerca de 3,4%, de cerca de 3,5%, de cerca de 3,6%,
de cerca de 3,7%, de cerca de 3,8%, de cerca de 3,9%, ou de cerca de 4,0%, com
base no peso seco. Em aspectos adicionais, o teor de fibras insollveis pode ser de

8,9 a9,3%, com base no peso seco; ou de 8,0a 10,0%; ou de 8,5 a 9,5%; ou de cerca
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de 8,0%, de cerca de 8,5%, de cerca de 9,0%, de cerca de 9,5%, ou de cerca de
10,0%, com base no peso seco.

[120] Ascomposigdes de kiwi ouro da invengao podem também incluir varios
acucares, incluindo acgucares neutros e acidos urdnicos. Os polissacarideos pécticos
sao especificamente incluidos nas composicdes da invencao. Em relacdo a acucares
neutros, as composi¢cdes da invencdao podem incluir um ou mais dos seguintes:
ramnose, arabinose, galactose e glicose.

[121] As composicdes de kiwi ouro da presente inveng¢ao pode incluir ainda
a enzima actinidina. Em aspectos particulares, os niveis de actinidina podem ser de
8.000 a 11.000 AU; ou de 6.000 a 16.000 AU; de ou de 7.000 a 11.000 AU; ou de
8.000 a 10.000 AU; ou de cerca de 8,000 AU, de cerca de 9.000 AU, de cerca de
10.000 AU, de cerca de 11.000 AU, ou de cerca de 15.000 AU, por grama. Os
métodos para medir o nivel de actinidina sao amplamente conhecidos e usados na
técnica. Ver, por exemplo, Drummond 2013 e Kaur et al. 2010. Por exemplo, é
possivel medir a digestao de N-a-CBZ-lys-p-nitrofenol (Z-lys-pNp; Sigma Aldrich Pty
Ltd), por exemplo, a 25°C (isto é, 77°F), para determinar os niveis/atividade de
actinidina (Boland & Hardman 1972). MedicGes podem ser expressas como AU/g
ou AU/mg para a composicdo. Alternativamente, é possivel medir os niveis de
actinidina utilizando ensaios fluorescentes para avaliar a atividade de protease de
cisteina (Nieuwenhuizen et al. 2012; Maddumage 2013). Em particular, podem ser
usados os substratos fluorescentes Z-FRAMC(benziloxicarbonil-Phe-Arg-7-amino-4-
metilcoumarina), H-D-Ala-Leu-Lys-AMC, ou Bz-Arg-AMC (Feinchemikalien AG).
Estas medicGes podem ser expressas como FU/g ou FU/mg para a composicdo.

[122] Espera-se que as composicoes de kiwi ouro da presente invencao

sejam ativas na estimulacdo do crescimento de organismos entéricos benéficos (por
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exemplo, bactérias benéficas) tais como membros dos grupos Lactobacillus ou
Bifidobacterium, bem como certos membros do grupo Clostridiales, incluindo
Faecalibacterium prausnitzii, como demonstrado aqui. Outros organismos
benéficos também podem apresentar um aumento do crescimento, por exemplo,
as cepas deErysipelotrichales e Bacteroidales. Sdo também incluidos organismos
benéficos que incluem Clostridium coccoides, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bacteroides ovatus, Bacteroides cellulosilyticus, Roseburia intestinalis, Roseburia
inulinovorans, Ruminococcus bromii, e Ruminococcus flavefaciens. Também sao
incluidos os organismos benéficos dentro dos grupos Bacteroides-Prevotella-
Porphyromonas, e Lachnospiraceae, bem como outros organismos descritos aqui.
[123] Em vaérios aspectos da inven¢do, a composicdo de kiwi ouro (por
exemplo, 25 mg de pd, que pode ser diluida em 0,3 a 0,5 mg/ml de pd) pode
aumentar o crescimento de uma ou mais cepas de Lactobacillus e/ou de
Bifidobacterium (por exemplo, comecando com 1 bilhdo de unidades formadoras
de colbnia (ufc) em pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos
50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo
menos 100%, ou pelo menos um 10%. Em um aspecto particular, 25 mg de pé
adicionado a 1 bilhdo de ufc de organismo(s) probidtico(s) podem ser usados para
se obter uma taxa de crescimento superior a 50%, em relagao ao controle, que foi
normalizado para 0%. Tais aumentos podem ainda ser observados depois da
digestao da composicao, por exemplo, a digestao in vitro, como aqui descrito em
detalhe. De preferéncia, ndo existem aumentos concomitantes em organismos
entéricos nocivos (por exemplo, bactérias prejudiciais) tais como cepas de
Salmonella e/ou de Staphylococcus. Em alguns casos, pode ser possivel obter

reducdes em um ou mais organismos nocivos.
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[124] As composicoes de kiwi ouro da invencdao podem também ser ativas na
estimulacao do crescimento de bactérias fecais, incluindo bactérias Clostridiales,
tais como aquelas do grupo filogenético Clostridium leptum, e em particular cepas
de Faecalibacterium, incluindo Faecalibacterium prausnitzii. Aumentos na
abundancia relativa de Faecalibacterium prausnilzii podem ser pelo menos 20%,
pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos
70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 100%, pelo menos 150%, ou
pelo menos 200%; ou 20% a 200%; ou 50% a 150%; ou 70% a 100%, nos individuos,
por exemplo, individuos com constipagao, depois de tratamento com o kiwi ouro
em po.

[125] As composicdes de kiwi ouro da invencao mostram atividade no
aumento dos niveis de acidos graxos de cadeia curta. Em aspectos particulares da
invencao, a composicao (por exemplo, 10 mg de pd) pode aumentar os niveis de
um ou mais dentre acetato, butirato, e propionato em pelo menos 10%, pelo menos
15%, pelo menos 18%, pelo menos 20%, pelo menos 22%, pelo menos 25%, pelo
menos 28%, ou, pelo menos 30%. Tais aumentos podem ainda ser observados
depois da digestdao da composicao, por exemplo, a digestao in vitro, como aqui
descrito em detalhe.

Métodos de uso das composicoes de kiwi

[126] Conforme observado acima, as composi¢coes de kiwi ouro da presente
invencao podem ser usadas para sustentar ou melhorar a saude geral do intestino
e/ou para tratar ou prevenir varias afeccdes do trato digestivo, incluindo
inflamacado, constipacdao, desequilibrio da microbiota, sindrome do intestino
irritavel, e doenca inflamatdria do intestino. Além disso, as composi¢cdes podem ser

usadas para manter ou melhorar a regularidade do intestino, e manter ou aumentar
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as bactérias benéficas no trato digestivo, incluindo F. prausnitzii.

[127] A constipacao pode ser causada por um transtorno da fungdao do
intestino ou um problema estrutural, e pode ter um ou mais sintomas dentre:
evacuacgoes reduzidas, evacuacgdes incompletas e assistidas, esforcos para evacuar,
formas endurecidas ou grumosas de fezes, distensao abdominal, flatuléncia, dor
abdominal, e dependéncia de laxantes. Causas comuns da constipacdo sao:
ingestdo de agua inadequada; fibra inadequada na dieta; uma interrup¢ao da dieta
regular ou de rotina; atividade ou exercicio inadequado; consumo de grandes
guantidades de produtos lacteos; estresse; evitacao da evacuacao (por exemplo,
devido a dor); abuso de laxantes ou amaciadores de fezes; hipotireoidismo;
condicdes neuroldgicas, tais como a doenca de Parkinson ou esclerose multipla;
medicamentos antiacidos contendo cdlcio ou aluminio; medicamentos
(especialmente medicamentos para a dor, tais como narcéticos, antidepressivos,
ou suplementos de ferro); depressao; transtornos alimentares; sindrome do
intestino irritavel; gravidez; cancer do célon; e falta de funcdo nervosa e muscular
no intestino.

[128] A etiologia dos desequilibrios da microbiota (por exemplo, diminuicao
de organismos benéficos, razdes alteradas de organismos benéficos, e/ou
aumentos de organismos nocivos) é complexa e ainda nao foi completamente
elucidada. Os desequilibrios podem ser causados por certos medicamentos tais
como antibidticos, transtornos do trato digestivo, ou insuficiéncias alimentares.
Um desequilibrio da microbiota intestinal pode se apresentar como um ou mais
sintomas dentre: diarreia, em particular, diarreia associada a antibidticos, fezes
liquidas, constipacdo, e/ou inchaco.

[129] Os desequilibrios da microbiota estdo correlacionados com varios
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transtornos do sistema gastrointestinal, bem como outros transtornos. Em
particular, um desequilibrio na microbiota pode ser associado com doenca
inflamatdria do intestino, sindrome do intestino irritavel, doenca celiaca, doenca de
Crohn, colite ulcerativa, enterocolite necrosante, inflamacgao intestinal, infec¢des
entéricas, carcinogéneses incluindo carcinomas gastricos, carcinomas colorretais,
colelitiase, endotoxemia, doenca hepatica, tal como a cirrose, e encefalopatia
hepatica.

[130]

Os desequilibrios microbianos no trato digestivo estdao associados com

varias condi¢des de saude diferentes, incluindo:

Sistema/drgdo
Transtorno Observagoes Referéncias
afetado
(Fujimoto et al.
Doenga de | Diminuicdo da diversidade -
GIT 2013; Willing et al.
Crohn reducdo de F. prausnitzii
2010)
Diminuicdo da diversidade - (Lepage et al.
Colite
reducdo de A. muciniphila e F. |GIT 2011; Sokol et al.
ulcerativa
prausnitzii 2009)
Sindrome do | Aumento de cluster IX de (Jeffery et al. 2012;
intestino Clostridium, diminuicao de | GIT Maccaferri et al.
irritavel Bacteroides spp. 2012)
Diminuicdo da diversidade, variacao
em Bacteroides spp., aumento de (Chen et al. 2012;
Cancer do GIT GIT
Fusobacteria spp., reducdo de F. Wang et al. 2012)
prausnitzii
Diminuicdo da diversidade, aumento (Abrahamsson et
Alergia/Atopia | de Enterobacteriaceae, redugdo de | Sistémica al. 2012; Candela
A. muciniphila e F. prausnitzii et al. 2012)
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Composicao alterada,

(de Sousa Moraes

especialmente no intestino delgado. et al. 2014;
Doenga celiaca GIT
Menos lactobacilos e bactérias Kalliomaki et al.
bifidas 2012)
Reducao de Bifidobacterium spp. e (Furet et al. 2010;
Diabetes Sistémica
F. prausnitzii Wau et al. 2010)
(Ley et al. 2006;
Aumento na razdo entre Firmicutes
Obesidade Sistémica Turnbaugh et al.
e Bacteroidetes
2008)
Aumento de Sutterella spp., (Wang et al. 2011;
Autismo diminuicdo de A. muciniphila e | Cérebro Williams et al.
Bifidobacterium spp. 2012)
Envolvimento de Veillonella spp.,
(Koeth et al. 2013;
Aterosclerose! | Streptococcus spp. E enterotipo de | Artérias
Koren et al. 2011)
Prevotella
Alteracdes na microbiota intestinal (Desbonnet et al.
Depressao e
como um todo e diminuicdo de | Cérebro 2008; Neufeld et
ansiedade !
Bifidobacterium spp. al. 2011)
Aumento da Proteobactéria e (de Weerth et al.
Célica infantil t | reducio de bactérias bifidas e | GIT 2013; Savino et al.
lactobacilos 2007)
Alteracbes na microbiota intestinal
Esclerose (Lee et al. 2011;
como um todo e diminuicdo de | Cérebro
multipla ! Rumabh et al. 2013)
Clostridium perfringens Tipo Bspp.
(Murata et al.
Doenga de | Diminuicdo de Prevotellaceae e
Cérebro 2013; Scheperjans
Parkinson ! aumento de Clostridium spp.
et al. 2014)
Artrite Alteragdes na microbiota intestinal (Abdollahi-
Sistémica

reumatoide'

como um todo e diminuicdo de

Roodsaz et al.
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Bacteroides spp. 2008; Vaahtovuo
et al. 2008)

! Evidéncias preliminares de ligacio entre a microbiota colénica e esses transtornos. GIT, trato

gastrointestinal. Tabela modificada de Vos & de Vos 2012.

[131] Ainflamacgao do trato digestivo pode ser associada com varias afec¢des
incluindo glossite atrdfica, queilite angular, granulomatose orofacial, esofagite,
gastrite, incluindo a gastrite atrofica, estenose pildrica, colite, ileite, doenca de
Crohn, doenca celiaca, doenca inflamatéria do intestino, sindrome do intestino
irritavel, lesdes, fissuras, e varias ulceras, incluindo ulceras da boca, es6fago,
estdmago e intestinos, e especificamente incluindo colite ulcerativa. A inflamacao
pode também ser associada com os organismos nocivos, tais como organismos
bacterianos, protozodarios e/ou virais, incluindo os grupos/organismos de
Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Veillonellaceae, Fusobacteriaceae,
Proteobacteria, Campylobacter, Shigella, Yersinia, Listeria, Salmonella, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Helicobacter pylori,
Mycobacterium avium, Enterococcus faecalis, Fusobacterium varium, Giardia,
Entamoeba histolytica, rotavirus, norovirus, adenovirus, astrovirus, e virus do
sarampo. Em certas circunstancias, a inflamacao pode resultar de lesdes,
medicagao ou cirurgia.

[132] As composi¢des de kiwi ouro da invengcao podem ser usadas no
tratamento ou prevencdao de inflamagao gastrointestinal, constipacgao,
irregularidade intestinal, desequilibrio da microbiota, sindrome do intestino
irritdvel, doenca inflamatdria do intestino, ou outras afeccdes aqui descritas. Como
dosagens exemplificativas, as composi¢cdes podem ser administradas de 250 a 2500
mg; 500 a 5000 mg; 1000 a 4000 mg; ou de 1500 a 4500 mg; ou de 2000 a 3000 mg;

ou a cerca de 250 mg, cerca de 500 mg, cerca de 600 mg, cerca de 800 mg, cerca de
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1000 mg, cerca de 1200 mg, cerca de 1500 mg, cerca de 1700 mg, cerca de 1800
mg, cerca de 2000 mg, cerca de 2200 mg, cerca de 2300 mg, cerca de 2400 mg,
cerca de 2500 mg, cerca de 2600 mg, cerca de 2700 mg, cerca de 2800, cerca de
2900, cerca de 3000 mg, cerca de 3200, cerca de 3500, cerca de 3600 mg, cerca de
4000 mg, cerca de 4200 mg, cerca de 4800 mg, cerca de 5000 mg, cerca de 5400
mg, cerca de 6000 mg, ou cerca de 6600 mg, do kiwi ouro em pd por dia, ou
dosagem equivalente, se uma forma liquida for usada. A administracdao pode ser
realizada uma vez por dia, duas vezes por dia, ou trés vezes por dia. A administracao
pode ser feita com os alimentos, ou antes de uma refeicdao. A forma farmacéutica e
a dosagem apropriada serdo prontamente determinadas por uma pessoa com
conhecimentos na técnica.

[133] Varias vias de administracao podem ser usadas para as composi¢cdes
de kiwi ouro da invencao, incluindo a administracao entérica, administracao oral, e
a administracdo retal. A administracao oral pode ser por comprimido, cdpsula,
saché, gotas, elixir, linctus, solucdao, emulsdo, suspensao, quantidades em goles,
puré, pasta, xarope, gel, geleia, tbnico, ou outros meios conhecidos. A
administracao entérica pode ser por tubagem duodenal ou pelo tubagem gastrica,
incluindo tubagem nasogdstrica. A administracao retal pode ser por enema,
supositorio, ou outros meios adequados. Os diferentes meios de administracao sao
conhecidos na técnica e podem ser usados por um especialista. As composicdes da
inveng¢ao nao se limitam a uma forma particular de administracao.

[134] Em aspectos particulares, as composi¢cdes da invengao podem ser
administradas em combinacdo com um ou mais organismos probidticos. Por
exemplo, a composicao de kiwi ouro pode ser formulada como uma forma

farmacéutica combinada com um ou mais probidticos. Alternativamente, a
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composicao de kiwi ouro pode ser administrada como uma forma farmacéutica
separada, juntamente com um ou mais probidticos. Organismos probidticos
exemplificativos incluem, mas nao se limitam a: Bacillus coagulans, por exemplo,
cepas GBI-30 e 6086; Bifidobacterium longum, por exemplo, subsp. infantis 35624;
Lactobacillus acidophilus, por exemplo, cepas NCFM e CL1285; Lactobacillus
paracasei, por exemplo, cepas Stll e NCC2461; Lactobacillus johnsonii, por
exemplo, cepas Lal e NCC533; Lactobacillus LC1; Lactobacillus plantarum, por
exemplo, cepas 299v e HEAL 9; Lactobacillus reuteri, por exemplo, ATCC 55730,
SD2112, Protectis (DSM 17938, cepa filha de ATCC 55730), Prodentis (DSM
17938/ATCC 55730 e ATCC PTA 5289 em combinacdo), e cepas RC-14°;
Saccharomyces boulardii; Lactobacillus rhamnosus, por exemplo, uma cepa GR-1%;
Lactobacillus casei, por exemplo, uma cepa LBC80R; Lactobacillus bulgaricus;
Streptococcus thermophilus; e Lactobacillus bifidus. Outros organismos que podem
ser Uteis como probidticos incluem as cepas Faecalibacterium, incluindo
Faecalibacterium prausnitzii, e também as cepas Bacteroidaceae como Bacteriodes
fragilis.

[135] Em outros aspectos, as composicdes de kiwi ouro da invencao podem
ser administradas em combinacdo com um ou mais agentes, por exemplo,
prebidticos, como uma forma farmacéutica combinada ou em formas
farmacéuticas separadas. Conforme anteriormente identificado, os agentes
prebiodticos sao constituidos de compostos fermentaveis ou fibras nao digeriveis
gue passam através da parte superior do trato digestivo e estimulam o crescimento
e/ou atividade de organismos benéficos que colonizam o intestino grosso, agindo
como substrato para os mesmos.

[136] Estes agentes podem ser prebidticos de cadeia curta, de cadeia longa,
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ou de espectro total. Os prebidticos de cadeia curta incluem 2 a 8 ligacdes por
molécula de sacarideo. Os prebidticos de cadeia longa incluem 9 a 60 ligagdes por
molécula de sacarideo. Os prebidticos de espectro total incluem uma gama
completa de comprimentos de ligacdes moleculares de 2 a mais que 60 ligagdes por
molécula de sacarideo. Agentes prebidticos exemplificativos incluem, mas nao se
limitam a; oligofrutose, inulina, inulina enriquecida com oligofrutose, fruto-
oligossacarideos, xilo-oligossacarideos, polidextrose, galacto-oligossacarideos,
trans-galacto-oligossacarideos, oligossacarideos de mananas, lactulose, tagatose e
amido.

[137] Com base nos resultados aqui apresentados, acredita-se que o0s
polifenois presentes nas composi¢cdes divulgadas podem estar atuando como
agentes de prebidticos. Dessa forma, pode ser util adicionar um ou mais compostos
fendlicos as composicdes da invencado, para complementar a atividade prebidtica
das mesmas. Compostos exemplificativos incluem, mas nao se limitam a: derivados
fendlicos, tais como 4dacido fendlico, e flavonoides, tais como ligninas,
proantocianidinas, antocianinas, antocianidinas, isoflavonas, catequinas, taninos,
guercetina, naringenina e hesperidina. Particularmente englobados s3ao os
compostos fenodlicos extraidos de um ou mais dentre: ch3, cacau, vinho, soja, feijoa,
frutas citricas, macas, uvas, bagas, e kiwis, particularmente, kiwi ouro, incluindo
Hort16 e Gold3. Os fendlicos especificos de kiwi ouro Gold3 incluem, mas nao se
limitam a: catequina, acido clorogénico, E-cafeoil-3-glicosideo, E-cafeoil-4-
glicosideo, epieatequina, acido neoclorogénico, florizina, procianidina B1 e B2,
guercetina ramnosideo, e querecetina rutinosideo.

[138] De acordo com outros aspectos, as composicdes da invencao podem

ser administradas em combinacdo com um ou mais agentes simbidticos
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(prebidticos e probidticos combinados). Por exemplo, o kiwi ouro em pd pode ser
formulado como uma forma farmacéutica combinada com um ou mais simbiéticos.
Alternativamente, o kiwi ouro pode ser administrado como uma forma
farmacéutica separada, juntamente com um ou mais simbidticos. Como exemplos,
Bactérias bifidas ou Lactobacilos podem ser combinados com os fruto-
oligossacarideos ou inulinas ou galacto-oligossacarideos. As combinacoes
simbidticas especificas incluem, mas ndo se limitam a: Bactérias bifidas e fruto-
oligossacarideos; Lactobacillus rhamnosus, por exemplo, uma cepa GG, e inulinas.

[139] Como aspectos adicionais, as composicdes da invengao podem ser
administradas em combinacdo com fibras e/ou enzimas digestivas. Por exemplo, o
kiwi ouro em po pode ser formulado como uma forma farmacéutica combinada
com uma ou mais composicées que compreendem fibras e/ou enzimas digestivas.
Alternativamente, o kiwi ouro em pd pode ser formulado conforme administrado
como uma forma farmacéutica separada, com uma ou mais composicoes
compreendendo fibras e/ou enzimas digestivas. As composicbes de fibras
exemplificativas incluem composicdes soliveis e/ou insoliveis de fibras, por
exemplo, composicdes incluindo um ou mais dentre dextrina de trigo, policarbofil
de calcio, psyllium, inulina, metilcelulose, glucomanano, linho, linhaca, grama de
trigo, acdcia senegal, e ruibarbo. As enzimas digestivas exemplificativas incluem,
mas nao se limitam a: actinidina, protease, lipase, amilase, celulose, pancreatina,
pepsina, bromelina, papaina, tripsina e quimiotripsina. Combina¢des de enzimas
digestivas podem também ser usadas, por exemplo, combina¢des de protease,
lipase e amilase, incluindo aquelas com ou sem actinidina adicionada.

[140] De acordo com outros aspectos, as composi¢cdes de kiwi ouro da

presente invencao podem ser administradas em combinagdo com um ou mais
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agentes anti-inflamatérios e/ou agentes antimicrobianos. De particular interesse é
0 uso da composicdo da invengdo como um suplemento prebidtico durante e/ou
apods o tratamento com antibidticos. Por exemplo, o kiwi ouro em pd pode ser
formulado como uma forma farmacéutica combinada com um ou mais agentes
anti-inflamatérios/antimicrobianos. Alternativamente, o kiwi ouro pode ser
administrado como uma forma farmacéutica separada, juntamente com um ou
mais  agentes anti-inflamatdrios/antimicrobianos. Os agentes anti-
inflamatérios/antimicrobianos exemplificativos incluem, mas ndo se limitam a,
aminossalicilatos, por exemplo, mesalazina (por exemplo, Pentasa®) e sulfasalazina
(por exemplo, Salazopyrin®), corticosteroides, por exemplo, budesonida (por
exemplo, Entocort®) e acetato de hidrocortisona (por exemplo, Colifoam®), e
também incluem azatioprina (por exemplo, Azasan®, Imuran®), mercaptopurina
(por exemplo, Purinethol® Purixan™), ciclosporina (por exemplo, Gengraf®,
Neoral®, Sandimmune®), infliximab (por exemplo, Remicade®), adalimumab (por
exemplo, Humira®), golimumab (por exemplo, Simponi®), metotrexato (por
exemplo, Rheumatrex™, Methoblastin™), natalizumab (por exemplo, Tysabri™),
vedolizumab (por exemplo, Entyvio™), ustekinumabe (por exemplo, Stelara®), e
antibidticos incluindo metronidazol (por exemplo, Flagyl®) e ciprofloxacina (por
exemplo, Cipro®, Ciplox™).

EXEMPLOS

[141] Os exemplos aqui descritos sdao fornecidos com a finalidade de ilustrar
as modalidades especificas da inven¢ao e nao se destinam a limitar a invengao de
modo algum.

Exemplo 1 Preparagao de kiwi em pé

[142] Puré de kiwi ouro congelado (Puré de kiwi ouro congelado de
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resisténcia Unica (sem sementes)) foi obtido da Kiwifruit Processing Company Ltd,
Tauranga, Nova Zelandia. O puré foi produzido de 100% de kiwi ouro da Nova
Zelandia (Actinidia chinensis G3) cultivado nos padrdes de exportacao de Zespri®, e
classificado a mao. O puré foi produzido por processos de fabricacao para remover
a pele e as sementes para deixar um puré liso e enriquecido.

[143] A especificacdo do produto do puré de kiwi ouro congelado é a
seguinte:

[144] A cor é kiwi ouro, sendo normal alguma variacdo na cor. O sabor é
tipico de kiwi ouro maduro. A textura é lisa e sem sementes. O puré tem
guantidades nulas de fruta podre ou fermentada, ou corpos estranhos, e nao
contém E coli detectavel. O valor de Brix é de 16 a 21°. A viscosidade (a 12,5°Brix,
20°C) é de cerca de 12,0, mas pode variar quando a fruta é mantida por uma
estacdo. O pH é de 3,2 a 3,8. O tamanho da peneira é <1 mm. O produto é mantido
congelado a -18°C até seu uso.

[145] Além disso, o puré de kiwi verde congelado (Puré de kiwi verde
congelado de resisténcia Unica (sem sementes)) foi obtido da Kiwifruit Processing
Company Ltd, Tauranga, Nova Zelandia. O puré foi produzido de 100% do kiwi verde
da Nova Zelandia (Actinidia deliciosa, variedade Hayward) cultivado nos padrdes de
exportacao de Zespri®, e classificado a mao. O puré foi produzido por processos de
fabricacdo para remover a pele e as sementes para deixar um puré liso e
enriquecido.

[146] A especificagdao do produto do puré de kiwi verde congelado é a
seguinte:

[147] A cor é kiwi verde, normal alguma variacdo na cor. O sabor é tipico de

kiwi verde maduro. A textura é lisa e sem sementes. O puré tem quantidades nulas
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de fruta podre ou fermentada, ou corpos estranhos, e ndo contém E. coli detectavel.
O valor de Brix é de 13 a 18°. A viscosidade (a 12,5°Brix, 20°C) é de cerca de 12,0,
mas pode variar quando a fruta é mantida por uma estacdao. O pHéde 3,2a3,8.0
tamanho da peneira é <1 mm. O produto é mantido congelado a -18°C até seu uso.

O processo para a obtencao de kiwi em pé foi como a seguir:

1) O puré Gold3 Congelado foi adquirido da Kiwifruit Processing Company
Ltd, Tauranga, Nova Zelandia.

2) O puré congelado foi liofilizado (seco por congelacdo). O processo de
liofilizagdo foi tipicamente realizado durante até cerca de 48 horas, a temperaturas
nao excedendo 70°C. O material seco resultante foi entdao moido através de uma
malha US 20 para produzir um pé que flui livremente.

3) O mesmo método foi usado para se obter p6 de kiwi verde.

Exemplo 2 Medi¢ao de polifenois para pos de kiwi

[148] Foram testados os perfis de polifenois de pds de kiwi verde e kiwi ouro.
Os p0ds de kiwi verde (Hayward) e ouro (Gold3) liofilizados (secos por congelacao)
foram preparados de acordo com o Exemplo 1.

[149] Os pods foram digeridos usando um modelo gastrointestinal superior in
vitro, como descrito em Monro et al. 2010. Resumidamente, 20 mL de dguae 5 mL
de solucao salina a 20% foram adicionados a 5 g de amostras ao pH 2,5 antes da
agitacdo em vortice. Em seguida, 1 mL de 1% de pepsina em acido cloridrico 0,05 M
foi adicionado, seguido por 30 minutos de incubagao a 37°C com mistura constante
lenta (220 rpm). As amostras foram ajustadas ao pH 6,5, seguido da adicdo de 5 mL
de extrato biliar a 2,5% obtido da Sigma Aldrich®, e 1 mL de pancreatina a 5% em
cloreto de sédio a 3% (NaCl).

[150] As amostras foram entdo agitadas e incubadas a 37°C com mistura
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constante lenta (220 rpm) durante 2 horas. As amostras digeridas foram entao
transferidas para sacos de didlise (MWCO de 500 Da, obtidos da Thermofisher
Scientific) e dialisadas em NaCl 10 mM a 4°C de um dia para o outro, seguido por
uma alteracao no fluido de didlise e mais 2 horas a 2°C, que representa a absorg¢ao
no intestino delgado. As amostras foram armazenadas a -80°C e, em seguida, foram
liofilizadas.

[151] As amostras pré e pos-digeridas dos pds de kiwi verde e de kiwi ouro
liofilizados (100 mg) foram extraidas com 5 mL de etanol/acido férmico/agua
(80:20:1). A mistura de extracao foi sonicada durante 30 minutos, em seguida, foi
armazenada de um dia para o outro. As amostras foram centrifugadas a velocidade
maxima para remover particulas e diluidas 2 x antes da analise por cromatografia
liguida — espectrometria de massa (LC-MS). Os detalhes sao fornecidos na Tabela 2,
abaixo.

Tabela 2: Andlise LC-MS para pos de kiwi pré e pos-digerido

LC de separacdo rapida Dionex Ultimate® 3000 com
LM espectrometro de massa micrOTOF Qll
Coluna Zorbax™ SB-C18 2,1 m x 100 mm, 1,8 um
Fluxo de fase mével 350 pL/min

A = 100% de acetonitrila
Solventes

B =0,2% de acido férmico

10% A, 90% B, 0 — 0,5 min

Linear a 50% A, 50% B, 0,5 — 18 min
Gradiente Linear a 100% A, 18 —30 min

Reteng¢do a 100% A durante 30 — 40 min

Linear a 10% A, 90% B, 40 — 40,2 min
Volume de injecao 2 uL
Parametros de MS Temperatura de secagem com N,: 200°C
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Fluxo de secagem com Nz: 8 L/min
Nebulizador com N3: 1,5 bar
Faixa de massa: 100 — 1500 Da

Taxa de aquisi¢do: 2 varreduras/s

[152] As concentracdes do composto foram calculadas utilizando as curvas
de calibracdo de padrdes auténticos.

[153] Conforme mostrado na Figura 1, o pé de Gold3 digerido (digestao
gastrointestinal superior simulada) tem um perfil de polifenol alterado em
comparagcao com a pré-digestdao (Figura 1); no entanto, o teor fendlico global é
retido. Em particular, pré-digestdo de 269 pg/g de teor de polifenois contra pos-
digestdo de 264 ug/g de teor de fenol foi observada para o pé de Gold3 (Figura 1;
total combinado para compostos fendlicos testados). O pd de kiwi verde também
apresenta um perfil de polifenol alterado pds-digestao, mas o teor global é reduzido
por digestao (Figura 1). Para o po de kiwis verde, o teor total de polifenois foi de
258 ug/g de pré-digestdo contra 153 pg/g de pods-digestdo (Figura 1; total
combinado para compostos fenélicos testados).

Exemplo 3 Ensaios de alto rendimento microbiano para pds de kiwi

[154] O pd de kiwiouro Gold3 foi obtido de uma férmula de pasta (preparada
por Cedenco Foods, Nova Zelandia), que foi seca em tambor com amido de ervilha
(14.28:1 peso umido). Uma amostra (5 g) do p6 foi digerida in vitro utilizando um
modelo gastrointestinal superior como descrito no Exemplo 2.

[155] O material digerido foi entao solubilizado em agua ou dimetil sulféxido
(DMSOQ) a uma concentracdo uniforme de 100 mg/mL. As amostras foram entdo
diluidas 100 vezes com dagua desionizada estéril para reduzir o DMSO a uma
concentracao controldvel para evitar a lise bacteriana. A dgua e ‘extratos’ de DMSO

foram adicionados a cavidades de ensaio de alto rendimento microbiano a uma
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concentracdo final de 1,0 mg/mlL.

[156] Os organismos usados no estudo incluiram probidticos de Escherichia
coli Nissle 1917, Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (DR20), Bifidobacterium lactis
HNO019 (DR10), e pathogenic Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 1772
e Staphylococcus aureus ATCC 25932.

[157] Um bioensaio de crescimento em microplacas com noventa e seis
cavidades medindo a densidade 6ptica (OD), como descrito em Rosendale et al.
2008, foi usado para este trabalho. A alteragao no crescimento (Acrescimento) foi
calculada e usada para representar a magnitude do efeito. A mesma foi calculada
pela conversao da OD a uma porcentagem de OD de controle, depois subtraindo
100, efetivamente normalizando o controle de crescimento para um valor de linha
de base zero.

[158] Uma cepa de bactéria por microplaca foi usada e cada extrato foi
analisado em quadruplicado por microplaca a uma faixa de concentragdes (O,
0,0124, 0,037, 0,111, 0,333, 1 mg/mL). As microplacas foram inoculadas com um
volume igual (50 pL) de indculo bacteriano e a OD medida imediatamente a um
comprimento de onda de 595 nm com um leitor de placas (FLUOstar Optima®) para
determinar o valor do crescimento em branco/zero. As microplacas foram
incubadas a 37°C durante 24 horas, em seguida, a OD foi determinada para medir
o crescimento das culturas.

[159] Os resultados mostraram que o pd de kiwi ouro Gold3 suportou o
crescimento de cepas de Lactobacilos e Bactérias bifidas, sem ter um efeito
significativo no numero de bactérias patogénicas, em relacao ao controle (Figura 2).

Exemplo 4 Modelo de fermentagao misto para testar pos de kiwi

[160] O pd de kiwi ouro Gold3 foi obtido de uma férmula de pasta (preparada
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por Cedenco Foods, Nova Zelandia), que foi seca em tambor com amido de ervilha
(14.28:1 peso umido). Uma amostra (5 g) de pd foi digerida de acordo com o
Exemplo 2. A amostra digerida foi solubilizada em agua a uma concentragao final
de 10 mg/mL.

[161] Amostras fecais recentemente obtidas foram colhidas de trés
voluntarios humanos saudaveis. O pd de kiwi ouro digerido foi incubado em um
tubo de teste inoculado com microbiota mista de um unico doador fecal, o que foi
repetido para cada um dos trés doadores. Tubos Hungate contendo meios de
fermentacao pré-reduzidos (9 mL) sob diéxido de carbono foram suplementados
com 1 mL de amostra ou de controle e inoculados com 1 mL de uma solug¢do 10%
(p/v) de suspensdo fecal. Os tubos foram incubados a 37°C com agitacdo orbital
suave (150 rpm). As subamostras foram periodicamente removidas (0, 5, 10, 24, 48
horas) com uma seringa e uma agulha de calibre 22 através do septo de borracha
para evitar a exposicao da amostra a atmosfera.

[162] As amostras retiradas dos tubos de fermentacao foram recolhidas em
tubos Eppendorf® de 1,5 mL e centrifugadas imediatamente a 13.000 x g durante 5
minutos. Os sobrenadantes isentos de particulas e células foram coletados em
tubos Eppendorf® frescos e congelados a - 80°C até o necessario.

[163] O sobrenadante foi descongelado e diluido a 1:4 em 0,01 M de salina
tamponada com fosfato com 2-etilbutirato (5 mM de concentracao final) como
padrdo interno. A amostra foi, em seguida, centrifugada a 3.000 x g durante 5
minutos a 4°C. O sobrenadante (0,25 mL) foi acidificado com &cido cloridrico
concentrado (0,125 ml), éter dietilico (0,5 mL) foi adicionado, em seguida,
submeteu-se a vortice e centrifugou-se a 10.000 x g durante 5 minutos (4°C). A fase

superior de éter dietilico foi coletada, seca com sulfato de magnésio, e derivatizada
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com N-terc-butildimetilsilil-N-metiltrifluroroacetamida com 1% de terc-
butildimetilclorosilano por aquecimento a 80°C durante 20 minutos.

[164] As concentracdes de metabdlitos de acidos organicos microbianos nas
amostras de fermentacdao foram quantificadas por cromatografia em fase gasosa
(GC) conforme indicado na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3: Andlise de GC de metabdlitos de acidos organicos

Shimazdu GC-17A com detector de
et ionizacdo de chama (FID)
Coluna 10 mx 0,53 mm ID x 2,65 um
Gas de arraste Hélio
Vazdo 37 mL/min
7 kPa, aumentando para 15 kPa a 0,8
Pressdo kPa/h
Retencao por 4 min
70°C aumentando para 80°C a 10°C/min
Programa de temperatura Aumento para 255°C a 20°C/min
Retencao por 5 min
Injetor e detector de temperatura 260°C
Volume de injecao 1 pL, sem separacao

[165] As misturas padrdes de acido organico da concentracao conhecida
foram analisadas juntamente com as amostras e usadas para criar curvas padrao
com as dareas de picos relativos normalizadas para a resposta a 2-etilbutirato. Os
resultados foram expressos como pmol de acido organico/mL de fermenta.

[166] Conforme mostrado na Figura 3, a presenca do p6 de kiwi ouro Gold3
promoveu um aumento na producao de acido organico, particularmente apds as
primeiras 12 horas de exposicao. Dado o aumento observado, isto indica que os

componentes nao digeriveis fermentdaveis (carboidratos e polifenois) no pd de kiwi
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ouro foram decompostos e usados como substrato de geracdao de energia e de
crescimento. Isto é consistente com a agao como prebidtico.

Exemplo 5 Ensaio clinico para testar po de kiwi ouro Gold3 para melhorar a
regularidade

[167] Visao geral do protocolo clinico

[168] O estudo foi concebido como um ensaio cruzado controlado por
placebo, duplo-cego e randomizado com os participantes consumindo quatro
diferentes intervencdes durante 4 semanas cada um, com 2 semanas de periodos
de washout entre cada interven¢ao. Uma visao esquematica do modelo do estudo
€ mostrada na Figura 4.

[169] Participantes do ensaio clinico

[170] Dois grupos de participantes foram recrutados através de anuncios em
jornal e radio, na comunidade, em departamentos de saude distritais locais, na
Universidade Canterbury (Christchurch, Nova Zelandia), na Universidade Lincoln
(Lincoln, Nova Zelandia), boletins informativos, cartazes em consultérios médicos
de clinica geral e através da nossa base de dados existente de participantes
anteriores.

[171] Vinte e nove participantes totais foram recrutados de cinquenta e um
voluntarios totais. Os participantes foram divididos em dois coortes: coorte 1
("saudavel"): os participantes sem sintomas clinicos de constipacdo; e coorte 2
("funcionalmente constipado"): os participantes classificados como tendo
constipacao funcional C3 com base nos critérios de Rome llI.

[172] Critérios de Rome lll:

1) Deve incluir dois ou mais dos seguintes procedimentos: a) esforco

durante pelo menos 25% das defecagdes; b) fezes duras ou grumosas em pelo
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menos 25% das defecagdes; c) sensagao de obstrugao ou bloqueio anorretal
durante pelo menos 25% das defecagdes; d) sensacao de evacuagao incompleta
durante pelo menos 25% das defecag¢des; €) manobras manuais para facilitar pelo
menos 25% das defecagdes; f) trés ou menos defecagdes por semana;

2) Fezes moles raramente estao presentes, sem o uso de laxantes; e

3) Critérios insuficientes para a sindrome do intestino irritavel.

[173] Os critérios de inclusdao foram: idade de 18 a 60; limites de IMC entre
19 e 30 K/m?; glicose no sangue em jejum inferior a 5,6 mmol/L; os individuos foram
solicitados a estarem dispostos a manter sua ingestao de alimentos e bebidas
habitual (que n3do fosse a substituicdo de alimentos de estudo por produtos
semelhantes) e padrao de atividade fisica ao longo do periodo de estudo; os
individuos foram solicitados a excluir suplementos com elevado teor de fibras, tais
como Metamucil®, Benefibre® e Phloe™, bem como absterem de comer kiwis
frescos durante o periodo de estudo; pediu-se que os participantes evitassem
viagens ao exterior durante o periodo do estudo, devido ao impacto que isso pode
ter na dieta.

[174] Os critérios de exclusao foram: a presenca de sintomas de alarme
gastrointestinais (incluindo sangue nas fezes, diarreias frequentes, dor abdominal
constante); pessoas que fazem dieta ou pessoas que estdo seguindo a dieta vegana,
dietas de alimentos crus ou dietas muito ricas em fibras; gastroparesia ou
intolerancia a lactose; cirurgia para perda de peso (banda gastricaou bypass
gastrico); mulheres grdvidas; transtornos renais, hepaticos, enddcrinos, cardiacos,
pulmonares, pancreaticos, neuroldgicos, hematoldgicos ou biliares clinicamente
significativos; e alergia ou sensibilidade conhecida a kiwi.

[175] O grupo "saudavel" era composto por participantes que estavam sem
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sintomas clinicos de constipacdao. O grupo "funcionalmente constipado" (FC) foi
selecionado com base em critérios Rome Il (Drossman 2006) como tendo
constipacao funcional C3. Vinte participantes (2 homens e 18 mulheres) foram
recrutados para o grupo saudavel. A idade média foi de 38 anos (faixa de 23 a 56
anos) e o indice de massa corporal média foi de 23 kg/m? (faixa de 19 a 29 kg/m?).
Nove participantes (1 homem e 8 mulheres) foram recrutados para o grupo FC. A
idade média foi de 44 anos (faixa de 38 a 54 anos) e o indice de massa corporal
média foi de 25 kg/m? (faixa de 21 a 29 kg/m?). Ver também a Tabela 6, mais
adiante.

[176] Dezenove dos vinte participantes no grupo saudavel completaram o
estudo. Uma participante do sexo feminino se retirou devido a razdes pessoais.
Todos os nove participantes do grupo FC completaram o estudo. A ordem em que
os participantes foram alocados em sua intervencao foi randomizada por um
bioestatistico usando um modelo de Quadrado Latino de Williams e numeros
aleatdrios gerados por computador. Apds a conclusao das analises, o estudo se
tornou nado cego para revelar a ordem de intervencao. A aprovacao ética foi obtida
do New Zealand Human Disability e Ethics Committee “Comité de Etica e Deficiéncia
Humana da Nova Zeldndia” sob revisao acelerada (Pedido numero
12/STH/72/AMO01), e foi registrado junto a Australia New Zealand Clinical Trials
Registry (Registro de Ensaios Clinicos da Australia e Nova Zelandia). Numero de
registro ACTRN: 12612001270808.

[177] Métodos de testes clinicos

[178] As intervencdes foram administradas em capsulas de 4 x 600 mg
fornecidas pela Anagenix Limited (Wellington, Nova Zelandia) preparadas de modo

a parecem idénticas para preservar intervencao cega (Tabela 4).
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Tabela 4: Descri¢ao da composicao de intervencao

Administracao-
Intervengao Tratamento Dose
capsulas/dia
1 x ACTAZIN™ + 3 x
ACTAZIN™ L P6 de Kiwi Verde 600 mg
Placebo
ACTAZIN™ H P6 de Kiwi Verde 2400 mg 4 x ACTAZIN™
GOLD P6 de Kiwi Ouro (G3) 2400 mg 4 x GOLD
Isomalte de cor verde
Placebo 2400 mg 4 x Placebo
(E102,E142)

Tabela 5: Informagao nutricional das intervengdes usadas, ACTAZIN™ e GOLD

Informacgao Nutricional (por 100 g) GOLD ACTAZIN™
Energia, k) 1420 1435
Proteina, g 3,9 3,4
Gordura, total, g 1,8 3,0

- Saturado, g 0,34 0,75
- Insaturado, g 1,4 2,4

- Monoinsaturado, g <0,10 0,53
- Poli-insaturado, g 1,4 1,8
Carboidrato, g 71 67

- Acucares, total, g 58 46

- Sacarose, g <0,05 <0,05
- Glicose, g 27 21

- Frutose, g 31 25

- Lactose, g <0,05 <0,05
- Maltose, g <0,05 <0,05
Fibra dietética, g 12 16
Sodio, mg 18 13
Polifenois totais, mg de GAE 1100 900
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Actinidina, AUs/g 9100 40700

[179] Todos os participantes consumiram quatro combinac¢des diferentes de
intervencdo: Placebo (isomalte de cor verde) (2.400 mg/dia), ACTAZIN™ L (600
mg/dia), ACTAZIN™ H (2400 mg/dia) e GOLD (2400 mg/dia) durante 28 dias a cada
intervengao, com um periodo de washout de 14 dias entre cada uma das fases do
tratamento.

[180] ACTAZIN™ L (dose baixa, kiwi verde) e ACTAZIN™ H (dose elevada, kiwi
verde) foram formulados a partir de kiwi verde ‘Hayward’, Actinidia deliciosa,
processado a frio e GOLD foi formulado a partir de polpa de kiwi ouro Gold3
‘Zesy002’, Actinidia chinensis, processada a frio. Ver Exemplo 1.

[181] No inicio e no final de cada periodo de intervencdao de 4 semanas,
solicitou-se aos participantes que fornecessem uma amostra fecal. O periodo de
washout de 2 semanas foi escolhido para permitir tempo suficiente para os habitos
intestinais retornarem a linha de base para os parametros medidos (ecologia
microbiana, metabdlitos microbianos).

[182] No inicio e no final de cada periodo de intervencdao, também se
solicitou aos participantes que fornecessem uma amostra fecal e completassem o
questiondrio de sintomas da Sindrome do Célon Irritdvel (IBS) de Birmingham
(Johnston et al. 2010) bem como um questiondrio de qualidade de vida especifico
para IBS (Patrick et al. 1998) relativo ao bem-estar.

[183] Para cada dia desde a linha de base até ao final do estudo, os
participantes registraram varios parametros nos relatos diarios fornecidos. Estes
parametros incluiram: 1) nidmero de movimentos intestinais; 2) movimentos

intestinais incompletos e assistidos; 3) esforco para passagem das fezes; 4) forma
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das fezes como determinado pela escala de fezes de Bristol; 5) inchaco;6)
flatuléncia; 7) dor abdominal; 8) uso de laxante.

[184] Os dados foram analisados utilizando andlise de variancia (ANOVA) em
GenStat (v.16, 2013, VSNi Ltd., Hemel Hempstead, Reino Unido). Os dados dos dois
coortes foram analisados separadamente. Os resultados de cada periodo de
observacao foram analisados como um modelo de bloco completo, com
participante e participante x fase como blocos, e fase (1, 2, 3, ou 4) e intervencao
(incluindo washout) como fatores. Os dados médios de washout foram usados
como linha de base para fins de analise estatistica. Os residuos foram inspecionados
para assegurar que as expectativas de ANOVA foram atingidas; quando necessario
os dados foram log-transformados para estabilizar a variancia.

[185] A analise de subgrupo post hoc foi realizada no coorte saudavel usando
teste Q de Cochran para comparar os participantes que responderam a cada
intervencao (isto €, com um aumento de pelo menos um movimento intestinal por
semana em relacao ao periodo de washout anterior). Os participantes foram, entao,
classificados como responsivos (mostraram uma resposta a pelo menos uma das
intervencbes sem placebo) ou ndo responsivos; os dados do subgrupo de
responsivos (14 de 19 participantes (74%)) foram analisados utilizando ANOVA.

[186] O resultado primario do estudo foi um aumento significativo na
frequéncia das evacuacoes.

Exemplo 6 Resultados do tratamento na melhoria da regularidade

[187] Os dados demograficos dos participantes sao mostrados na Tabela 6. A
adesao dentro dos coortes saudavel e funcionalmente constipado foi de 98% + 9 e
99% + 8, respectivamente.

Tabela 6: Dados demograficos dos participantes do estudo
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Caracteristicas de linha de base Saudavel Funcionalmente constipado
N 20 9
Homem 2 1
Mulher 18 8
Idade em anos (Média = DP) 38+11 44+ 6
Idade (Faixa) 23-56 38 -54
Peso em kg (Média £ DP) 68 + 13 67+8
Peso (Faixa) 47 —-101 53-79
IMC em kg/m? (Média + DP) 23+3 252
IMC (Faixa) 19-29 21-29
Adesao (%) 98+9 99+8

IMC — indice de Massa corporal; DP — Desvio Padrio

[188] Os resultados deste estudo estdao resumidos nas Tabelas 7 e 8.

[189] No grupo saudavel(n = 19) foram observadas diferencas significativas

entre as intervengdes e o washout para o nimero de movimentos intestinais diarios
(p=0,002), pontuacao de fezes de Bristol (p = 0,036), cepa (p = 0,044) e flatuléncia
(p = 0,007). O numero de movimentos intestinais didrios para intervencdes com
ACTAZIN-H e GOLD foi significativamente maior (p = 0,014 e p = 0,009,
respectivamente) em comparagao com o washout, comum aumento aproximado
de 0,8 movimentos intestinais por semana com cada intervencao. Tabela 7.

[190] No subgrupo responsivo (n = 14), o consumo de ACTAZIN-L, ACTAZIN-
H e GOLD resultou em um aumento significativo nos movimentos intestinais diarios
(p=0,005, p<0,001 e p=0,001, respectivamente ) guando comparado ao washout.
Tabela 7.

[191] O consumo das intervengdes por 28 dias foi geralmente bem tolerado,
sem eventos adversos graves relatados, e nenhum efeito (p <0,05) sobre os

parametros de bem-estar foi registrado nos questiondrios diarios exceto para
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flatuléncia auto-relatada, que foi mais elevada no grupo de ACTAZIN-H de coorte
saudavel (p = 0,007). Tabela 7.

[192] Nos individuos com constipagao funcional (n = 9), as intervengdes
dietéticas ndao aumentaram significativamente a frequéncia dos movimentos
intestinais em comparacao com o washout. Tabela 8. Isto foi atribuido a pequena
dimensao da amostra do estudo, que tem limitacdes no seu poder estatistico para
detectar diferencas significativas na frequéncia das evacuagdes. No entanto, o
grupo funcionalmente constipado mostrou melhoria global nos parametros
digestivos, e uma reducdo de outros sintomas de constipacao.

[193] No grupo funcionalmente constipado, a melhoria global foi vista no
indice de Saude Digestiva. Figura 5A. Oito dos nove participantes funcionalmente
constipados apresentaram melhora nos parametros de saude gastrointestinal,
como calculado a partir da soma da alteracdo média de washout para: esforgo,
evacuagao incompleta, manobras manuais, inchago, gases, uso de laxantes e dor.
Figura 5A. A pontuacdo para cada parametro foi obtida dos relatos com as
anotacOes didrias dos participantes.

[194] Um aumento de mais de um movimento intestinal por semana em uma
populacdo sintomatica é considerado uma magnitude clinicamente significativa do
efeito (Food and Drug Administration, 2012) e potencialmente, melhoraria os
sintomas de pessoas que sofrem de constipacdo leve ou ocasional. ACTAZIN™ e
GOLD, que sdo derivados de kiwi verde (Hayward) e ouro (Gold3), demonstraram
este grau de eficacia em uma populagao saudavel. Em particular, um aumento de
cerca de 1,5 movimentos intestinais por semana cada foi observado no subgrupo
responsivo de coortes saudaveis em comparagao o washout.

[195] Em resumo, este estudo mostrou que ACTAZIN™ e GOLD melhoraram
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aregularidade e a laxacao sem afetar a forma das fezes para o coorte saudavel. Para
o grupo funcionalmente constipado, GOLD melhorou os parametros digestivos
gerais e aliviou os sintomas principais de constipac¢ao, incluindo esforgo, evacuagao

incompleta, manobras manuais, inchago, gases, uso de laxante, e dor.
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Tabela 7: Analise de resultados de varidncia para relatos com anotagdes didrias, sintomas de IBS de Birmingham e questionarios de

qualidade de vida de IBS no coorte saudavel

Andlise de variancia Valores-P post-hoc

Média
valor-P Washout versus Intervencao
Washout
Diferencas
Grupo versus média
ACTAZIN ACTAZIN de ACTAZIN  ACTAZIN-
saudavel Placebo GOLD  Washout de Placebo GOLD
-L -H tratamento -L H
(n=19) tratamentos
(3 df)
(1 df)

Questionario para relatos com anotacgoes didrias
Numero de
movimentos 1,12 1,16 1,19 1,20 1,08 0,002 0,918 0,377 0,060 0,014 0,009
intestinais didrios
Escala de evacuacgao

3,61 3,52 3,61 3,62 3,42 0,036 0,806 0,134 0,421 0,138 0,113
de Bristol
Cepa 0,22 0,22 0,24 0,22 0,28 0,044 0,349 0,157 0,150 0,363 0,166
Evacuacao

0,14 0,14 0,13 0,17 0,18 0,137 0,432 0,310 0,306 0,174 0,699
Incompleta
Inchaco 0,17 0,15 0,13 0,16 0,14 0,497 0,490 0,223 0,757 0,631 0,503
Flatuléncia 0,60 0,64 0,67 0,64 0,58 0,007 0,572 0,511 0,073 0,007 0,075

zet/oL
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Manobras manuais 0,00 0,02 0,01 0,02 0,01 0,860 0,339 0,247 0,637 0,343 0,234
Laxantes 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,786 0,703 0,156 0,494 0,475 0,475
Dor abdominal 0,12 0,11 0,05 0,08 0,08 0,339 0,375 0,021 0,083 0,103 0,980

Questionario de sintomas de IBS de Birmingham

Constipacao 1,73 1,94 1,45 2,06 2,23 0,093 0,243 0,218 0,471 0,058 0,672
Diarreia 1,22 1,32 1,43 1,28 1,11 0,222 0,881 0,691 0,428 0,209 0,514
Dor 1,57 1,11 0,69 0,82 1,10 0,707 0,100 0,037 0,957 0,069 0,202

Questionario de qualidade de vida - IBS

Disforia 8,61 8,38 8,33 8,27 8,38 0,891 0,272 0,134 0,958 0,727 0,441
Interferéncia com

7,39 7,68 7,93 7,42 7,65 0,743 0,604 0,186 0,858 0,133 0,235
atividade
Imagem Corporal 4,41 4,67 4,45 4,35 4,69 0,114 0,592 0,202 0,915 0,277 0,121
Preocupacdo com a

3,61 3,46 3,60 3,35 3,67 0,067 0,907 0,646 0,138 0,607 0,030
saude
Evitacdo de

3,87 4,25 4,42 4,25 4,22 0,855 0,063 0,128 0,889 0,383 0,896
alimentos
Reacdo Social 4,26 4,27 4,33 4,16 4,35 0,074 0,323 0,299 0,316 0,823 0,023
Sexual 2 2 2 2 2 - - - - - -
Relacionamentos 3,09 3,27 3,43 3,05 3,24 0,676 0,058 0,149 0,788 0,064 0,068

eT/TL
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Responsivos (n = 14)

Numero de
movimentos 1,27 1,35 1,39 1,38 1,18 <0,001 0,999 0,117 0,005 <0,001 0,001

intestinais didrios

Tabela 8: Andlise de resultados de variancia para relatos com anotagodes didrias, sintomas de IBS de Birmingham, e questionarios de

qualidade de vida em coorte com FC

Place ACTAZI ACTAZI GOLD Wash ANOVA valores-p LSD Diferenc¢a de washout versus
bo N-L N-H out intervengoes
Valores-p
Washout Interve
Versus Diferenca Washout ncédo
média de entre as versus versus

interveng interveng interveng interve Place ACTAZI ACTAZI

oes Oes ao n¢ao bo N-L N-H GOLD

Questionario para relatos com anotagoes diarias

NUmero

de

moviment 0,96 0,92 0,88 0,99 0,93 0,999 0,840 120% 127% 0,813 0,894 0,479 0,546

(o8

intestinais

Peticéo 870210009421, de 27/01/2021, pag. 84/138

et/



diarios

Escala de
evacuagdao 3,00 2,93 2,82 2,92 2,78 0,210 0,215 0,36 0,46 0,223 0,396 0,799 0,437
de Bristol
Cepa 0,55 0,43 0,38 0,41 0,49 0,321 0,527 0,15 0,20 0,433 0,462 0,147 0,305
Evacuacao
Incomplet 0,52 0,40 0,41 0,39 0,41 0,720 0,671 0,14 0,18 0,155 0,852 0,957 0,749
a
Inchago 0,09 0,14 0,12 0,14 0,12 0,836 0,533 0,05 0,06 0,199 0,313 0,958 0,461
Gases 0,46 0,32 0,49 0,23 0,43 0,254 0,228 0,16 0,20 0,667 0,158 0,474 0,015
Manobras

0,93 0,94 0,81 0,84 0,87 0,609 0,115 0,08 0,10 0,132 0,072 0,140 0,535
manuais
Laxantes 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,615 0,967 0,01 0,02 0,795 0,354 0,673 0,706
Dor

0,27 0,12 0,15 0,12 0,17 0,961 0,639 0,09 0,12 0,023 0,316 0,813 0,323
abdominal

/sl

Questionario de sintomas de IBS de Birmingham

Constipag

N 6,06 5,63 6,21 4,10 6,19 0,189 0,251 1,72 2,22 0,872 0,510 0,982 0,018
ao

Diarreia 1,58 1,95 2,20 2,10 2,01 0,873 0,761 1,15 1,48 0,441 0,908 0,738 0,872
Dor 3,08 1,97 2,17 1,42 2,86 0,022 0,571 0,96 1,24 0,642 0,070 0,156 0,004
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Questionario de qualidade de vida — IBS

Disforia 12,30 11,94 11,12 11,39 11,98 0,363 0,705 1,05 1,36 0,533 0,931 0,106 0,262
Interferén
cia com 11,53 11,29 10,68 10,51 11,03 0,924 0,981 0,96 1,24 0,296 0,582 0,459 0,276
atividade
Imagem

8,37 8,51 8,23 7,69 8,81 0,012 0,887 0,77 0,99 0,250 0,431 0,132 0,005
Corporal
Preocupag
do com a 5,74 6,45 6,24 6,24 6,61 0,039 0,325 0,69 0,89 0,014 0,636 0,277 0,281
salde
Evitacao
de 6,01 6,81 5,87 6,05 5,99 0,536 0,881 1,03 1,33 0,975 0,116 0,817 0,905
alimentos
Reagao

6,30 7,03 6,72 6,91 6,78 0,583 0,352 0,50 0,64 0,929 0,326 0,808 0,610
Social
Sexual 2,94 3,00 2,63 2,93 2,60 0,015 0,230 0,36 0,46 0,060 0,028 0,830 0,070
Relaciona

4,68 4,97 4,25 4,59 4,76 0,449 0,930 0,60 0,78 0,775 0,475 0,090 0,571
mentos

eT/vL

Diferengas significativas minimas entre duas médias ao nivel de 5% —LSD
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Exemplo 7 Ensaio clinico para avaliar os efeitos de p6 de kiwi ouro Gold3
sobre as populagdes microbianas do célon

Visao geral

[196] O estudo de intervengao humana descrito no Exemplo 5 foi usado para
determinar o efeito de suplementos derivados de kiwi sobre a composicao
microbiana col6nica e metabolismo. Conforme descrito, dois suplementos
derivados de kiwi, polpa de kiwi verde ACTAZIN™ (Actinidia deliciosa "Hayward’) e
polpa de kiwi GOLD (Actinidia chinensis "Zesy002’ Gold3) (Anagenix Ltd, Wellington,
Nova Zelandia), foram usados como intervencdes dietéticas no ensaio. Estas
capsulas eram suplementos alimentares processados a frio formulados para manter
a integridade dos compostos de kiwi inatos. A preparacao foi realizada de acordo
com o Exemplo 1, acima.

[197] Foram avaliados os resultados para suplementos de kiwi de ACTAZIN™
(2400 mg e 600 mg) e GOLD (2400 mg). Os participantes no ensaio clinico foram
recrutados para um grupo saudavel de 19 participantes e um grupo funcionalmente
constipado de 9 participantes, cada um dos quais realizaram todos os tratamentos
e um placebo durante 4 semanas de uma forma cruzada aleatdéria com periodos de
washout de 2 semanas. A modificacdo da composicao da microbiota colbnica foi
determinada por sequenciamento do gene rRNA 16S e os produtos metabdlicos
finais foram medidos utilizando cromatografia em fase gasosa.

[198] No grupo funcionalmente constipado, observou-se que a abundancia
relativa de Faecalibacterium prausnitzii aumentou significativamente (P = 0,024) de
3,4% para 7,0% apods a suplementacdao com OURO. Menores proporcoes de F.
praiisnitzii sao muitas vezes associadas com transtornos gastrointestinais;

especialmente aqueles com uma patologia inflamatéria. A descoberta de que a

Peticao 870210009421, de 27/01/2021, pag. 87/138



76/122

suplementacdao com GOLD aumentou a abundancia de F. praiisnitzii oferece uma
estratégia para corrigir a disbiose da microbiota coldnica, ja que F. prausnitzii é um
importante produtor de butirato e também tem mostrado que exerce efeitos anti-
inflamatorios.

Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento do gene rRNA 16S

[199] Todas as amostras fecais foram enviadas em gelo seco para Plant &
Food Research, Palmerston North, onde foram recebidas e armazenadas a -20°C.
Duzentos e cinquenta miligramas de cada amostra foram pesados em um
microtubo estéril e o DNA foi extraido de cada amostra utilizando o Kit de
isolamento de DNA MO-BIO PowerSoil® (MO-BIO Laboratories, Carlsbad, CA, EUA #
12888).

[200] PCR foi realizado para amplificar as regides variaveis V3-V4 do gene
rRNA 16S (posicdes 341-805 no gene rRNA de Escherichia coli), utilizando o iniciador

direto Bakt_341F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG (SEQ

ID NO: 1) e iniciador inverso Bakt 805R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC  (SEQ
ID NO: 2) Herlemann et al. 2000; W=A/T, H=A/C/T, V=G/C/A, N=G/A/T/C). A
sequéncia de iniciador apresentada em negrito foi usada para ligacao a regiao de
amplicon de interesse e o resto do iniciador foi usado para ligagao aos adaptadores
de indice lllumina®.

[201] Cada PCR foi realizado em um volume total de 50 pL de consistindo em
25 pL de mistura master HotStarTaq® (QIAGEN, Melbourne, Australia), 1 uL de DNA
de molde ou controle negativo ( H.O estéril) e 12 uL de cada um dos iniciadores

direto e inverso a uma concentracao final de 0,1 uM. As condi¢des de PCR incluiram
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uma desnaturacao inicial a 95°C durante 15 minutos, seguida por trinta ciclos de 30
segundos de desnaturag¢ao a 95°C, 30 segundos de recozimento a 55°C, 30 segundos
de extensao a 72°C, e terminando com uma etapa de extensao de 5 minutos a 72°C.

[202] Os produtos de PCR foram purificados em coluna utilizando o kit de
purificacdao QlAquick PCR (Qiagen, Melbourne, Australia), quantificados utilizando
o fluorimetro Qubit® 2.0 (Life Technologies™), e enviados para New Zealand
Genomics Ltd (NZGL), Massey Genome Service (MGS), Nova Zelandia (NZ). Em
NZGL, a segunda etapa de PCR foi realizada, os amplicons foram verificados na
biblioteca QC, diluidos e agrupados. As bibliotecas foram, em seguida, carregadas
no instrumento Illumina® MiSeq ao longo de trés execucdes com extremidade
emparelhada (PE) de 2 x 250 pb.

Bioinformatica

[203] Os dados de sequenciamento Illumina® MiSeq foram analisados pelo
software Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME) versao 1.8.0;
Caporaso et al. 2010). Para montar as leituras de extremidade emparelhada em
uma unica sequéncia continua, foi usado PANDASeq com parametros de pelo
menos 40 pb sobrepostos, um minimo de comprimento de 350 pb e um maximo de
comprimento de 500 bp (Masella et al. 2012). Quimeras putativos foram filtrados a
partir das sequéncias e as leituras foram agrupadas em unidades taxonGmicas
operacionais (OTUS) com base em um valor de limiar de 97% de identidade
utilizando USEARCH e UCLUST (Edgar 2010). Uma subamostra do total de leituras
foi tomada para permitir o processamento mais rapido das amostras e para
normalizar a aproximadamente 15.000 leituras por amostra, o que é suficiente para
atribuicao filogenética e taxondmica (Caporaso et al. 2011; Schloss et al. 2012).

[204] O alinhamento de sequéncias foi realizado utilizando PyNAST
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(Caporaso et al. 2010) com referéncia a base de dados de referéncia Greengenes
core (versdaol3_8) (DeSantis et al. 2006). A atribuicao taxonOmica foi feita usando
o classificador Bayesiano Naive RDP (Wang et al., 2007). Os grupos saudaveis e FC
foram analisados separadamente e o efeito de cada um dos quatro tratamentos
sobre a composi¢cdao da comunidade microbiana foi determinado por comparacao
da abundancia média de cada género de bactérias depois de cada tratamento
(maior que 1% de abundancia em pelo menos uma dos oito amostras) com o valor
médio antes do tratamento.

Quantificacdo de acido organico por GC

[205] Uma porc¢ao de 500 a 1000 mg de cada amostra fecal foi pesada em um
tubo limpo e diluida a 1:10 em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). O
padrdo interno (butirato de etila) foi incluido para gerar uma concentracao final de
5 mM. Os Aacidos organicos foram quantificados por GC usando um método
modificado, como anteriormente descrito (Richardson et al., 1989).

[206] A anadlise foi realizada em um sistema de cromatografia a gas de
Shimadzu (GC-17A, Quioto, Japao) equipado com um detector de ionizacdo de
chamas e equipado com uma coluna HP-1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA). O instrumento foi controlado e os cromatogramas foram adquiridos
utilizando software GC Solution Chromatography Data System (Shimadzu, Versao
2.3). As curvas padrdes foram preparadas seguindo a analise de solu¢des padroes
de acidos férmico, acético, propidnico, isobutirico, butirico, lactico, succinico,
isovalérico, valérico, heptanoico, e hexanoico. As concentracdes de acidos
organicos foram expressas como pmol/g de fezes.

Analise Estatistica

[207] Os calculos estatisticos foram conduzidos em R Studio usando o pacote
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de estatisticas (R Studio 2012). O teste dos postos sinalizados de Wilcoxon foi
realizado para avaliar diferencas significativas entre a taxonomia ao nivel de género
e diferencgas significativas entre as concentragdes de acidos organicos, antes e
depois de cada tratamento. Um valor de P inferior a 0,05 foi considerado
significativo apds a correcao por comparacdes multiplas, utilizando o método de
Taxa de Descobertas Falsas (FDR) em funcao do ajuste de p. (Benjamini e Hochberg
1995).

Exemplo 8 Resultados do tratamento sobre as popula¢gdes microbianas

colonicas

Sequenciamento do genel6S rRNA

[208] O sequenciamento de rendimento elevado foi realizado para regides
variaveis do gene 16S rRNA, amplificadas do DNA bacteriano derivado de amostra
fecal. Isto resultou em 26,3 milhdes de leituras. Depois da filtracao de qualidade,
remocao de quimera e subamostragem, um total de 3,72 milhdes de leituras foram
obtidas com uma média de 14879 (14139 no minimo-14999 no maximo) sequéncias
por amostra.

[209] Em todas as amostras, 218 filotipos ao nivel de espécies foram
observados a um limiar de identidade de sequéncia de 97%. No grupo saudavel,
Clostridiales aumentou significativamente apds a suplementacao de GOLD de 5,0%
a7,6%(P=0,042) (Tabela 9). No grupo FC, Faecalibacteriwn prausnitzii aumentou
significativamente apds o tratamento com GOLD de 3,4% a 7,0% (P = 0,024), um
aumento de duas vezes, enquanto Dorea spp. aumentou de 0,9% a 1,4% (P = 0,008)
apos o tratamento com ACTAZIN™ H (Tabela 10). Para o grupo FC, Rwninococcus
spp. diminuiu de 9,9% para 5,6% (P = 0,024) apds o periodo de tratamento com
placebo (Tabela 10).
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[210] Dos nove participantes que consumiram GOLD no grupo FC, oito
registraram aumento de F. prausnitzii, com apenas uma reducdo ligeiramente
menor sendo observada (Figura 5B). Ao comparar os grupos sauddveis e com FC,
muitos dos géneros observados foram significativamente diferentes entre os
grupos, os mais notaveis sendo as espécies Bacteroides spp. e Ruminococcaceae
gue foram significativamente maiores no grupo saudavel e Akkennansia spp. que
foi significativamente elevada no grupo FC.

Produc¢ao de acido organico

[211] Lactato, formiato e isovalerato ndao foram detectados em amostras
fecais neste estudo. Hexanoato diminuiu significativamente em concentracdao de
0,6 umol/g a 0,2 umol/g (P = 0,030) apds o tratamento com GOLD no grupo
saudavel (Tabela 11). Succinato diminuiu significativamente em concentracao de
2,3 umol/g a 1,7umol/g (P = 0,040) apds o tratamento com placebo no grupo FC
(Tabela 12). Nao foram observadas outras alteragdes significativas nas
concentracOes de acidos organicos em qualquer um dos tratamentos. As diferencas
guantitativas entre antes e apds cada tratamento foram geralmente modestas, com
excecdo para o acetato que aumentou ou diminuiu por até 13 umol/g depois de

alguns tratamentos.
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Tabela 9: Abundancia relativa de grupos bacterianos prevalentes em resposta a tratamentos no grupo

saudavel

Placebo GOLD ACTAZIN™ L ACTAZIN™ H

Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos
Bacteroides 18,8+4,0 |18,0+3,2 |(23,1+46 |22,0+4,2 |16,7%+3,1 |184+39 |19,4+3,2 |18,1+3,8
Ruminococcaceae' 16,3+24 |196+30 |(174+23 |178+25 |199+25 |22,2+3,8 |18,4+2,6 |199+3,3
Lachnospiraceae! 10,8+1,3 |11,0+1,5 |119+19 |95+1,3 11,6+1,6 |93+1,7 11,6+16 |11,0+1,4
Faecalibacterium 7,0+1,5 57+1,0 7,2+1,6 53+0,9 6,31+1,6 4,6+0,8 6,7+1,1 6,5+1,6
Clostridiales* 59+0,9 57+1,0 50+0,9 7,6+1,1* |59+0,7 50+1,1 6,6 +1,2 56+0,9
Coprococcus 6,6 1,0 55+0,8 591+1,1 51+0,7 54+0,8 52+0,8 51+0,8 4,9+0,8
Blautia 5,8+0,9 4,7+1,0 4,3+0,6 48+1,0 4,7+0,7 6,3+1,7 48+1,1 6,1+1,8
Ruminococcus 49+1,0 6,6 1,6 4,2 +0,6 44+1,0 6,4+1,0 7,2+1,3 4,1+0,8 56+1,2
Rikenellaceae? 2,8+0,9 2,7+0,7 2,7+0,7 29+1,0 2,8+1,0 2,5+0,9 3,0£0,6 3,5+0,8
Bactérias bifidas 3,0+£1,0 2,3+0,6 25+1,2 2,1+0,6 20+0,4 35+1,1 2,7+0,9 2,6+0,8
Bacteroidales* 2,2+1,0 2,2+0,8 2,0+£0,9 1,9+0,8 1,3+0,4 1,2+0,3 26+1,1 1,7+0,6
Lachnospira 1,6 +0,5 1,1+0,2 1,3+0,3 1,5+0,5 1,0+0,2 1,1+0,3 1,8+0,5 1,3+0,4
Parabacteroides 1,2+0,3 1,6+0,5 1,8+0,6 1,1+0,2 1,3+0,3 1,0+0,2 1,7+0,3 1,5+0,3
Collinsella 1,8+0,7 1,2+0,4 09104 1,3+0,4 1,6+0,6 1,2+0,3 1,5+0,6 1,1+0,3
Akkermansia 1,3+0,5 1,4+0,6 1,8+0,7 1,6+0,7 1,6+0,6 1,8+0,5 1,4+0,4 1,0+0,3
Oscillospira 1,1+0,2 1,1+0,2 1,1+0,2 1,6+0,3 1,4+0,2 1,5+0,5 1,2+0,1 1,5+0,2
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Prevotella 1,5+0,7 2,6+1,8 0,8+0,4 2,1+1,5 2,5+1,33 |0,7+£0,3 0,9+0,5 1,6+0,9
Dorea 1,2+0,4 1,2+0,3 0,9+0,2 1,4+04 1,1+0,2 0,9+0,2 0,8+0,2 1,0£0,2
Clostridiaceae* 1,2+0,4 09+0,3 0,9+0,2 0,9+0,2 0,8+0,2 1,2+0,4 0,8+0,2 0,9+0,3
N3o atribuido 0,8+0,1 1,0+£0,2 0,8+0,1 1,0+£0,2 09+0,1 09+0,1 0,8+0,1 0,8+0,1

Dados de sequenciamento de lllumina® MiSeq mostrando géneros que estdo presentes em mais de um por cento de abundancia
em pelo menos uma amostra. Os dados sdo os valores médios calculados para todos os participantes + erro padrdao da média
(EPM) antes e apds cada periodo de tratamento. * P < 0,05 - Significativamente diferente em comparagdo com o pré-tratamento

baseado no teste dos postos sinalizados de Wilcoxon apds a correcdo da taxa de descoberta falsa para comparacdes multiplas. !
Algumas bactérias s6 podiam ser classificadas no nivel da ordem ou da familia.
Tabela 10: Abundancia relativa de grupos bacterianos prevalentes em resposta a tratamentos no grupo

funcionalmente constipado

Placebo GOLD ACTAZIN™ L ACTAZIN™ H

Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos
Ruminococcaceaet | 17,2+2,3 |199+2,9 |17,1+3,8 16,3+2,1 |17,9+2,6 15,0+2,3 16,5+3,1 18,8+2,1
Bacteroides 126+3,1 |144+22 |14,2+2,6 155+2,6 | 13,922 12,2+2,5 140+2)9 16,3+3,1
Lachnospiraceaet 11,4+1,6 | 8,0£2,3 10,0+ 2,5 139+3,3 | 10,8+3,1 11,0+ 2,3 11,7+ 2,5 8,7+2,2
Faecalibacterium 7,928 58+2,1 3410 7,0+x1,1* [ 49+17 5014 7,721 3,1+1,0
Clostridiales* 4,8+0,6 6,8+1,7 64+1,3 55+1,1 6,4+1,2 6,7+1,7 6,0t1,4 7,5+1,8
Coprococcus 65+1,4 |[61%1,1 6,7+1,7 6,614 6,914 86+1,2 6,0+1,2 7,119
Blautia 6,6+1,8 3,5+0,9 7,1+2,0 6,0+1,5 6,915 7,5+1,8 59+2,1 54+1,3
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Ruminococcus 9,9+2,6 56+1,0* |64+1,4 55+0,7 6,2+2,0 74+15 55+1,1 7,2+1,3
Bactérias bifidas 2,6+1,3 2,6+1,0 3,5+1,5 2,6+1,0 2,7+1,5 2,7+0,9 40+1,6 1,8+0,8
Akkermansia 2,7+1,7 4,8+2,0 50+1,8 2,6+1,0 3,3+1,1 3,3+21,5 3,6+1,0 56+2,3
Rikenellaceae* 2,306 3,1+£0,6 39+1,2 2,4+0,5 40+1,1 39+1,3 2,6+0,7 3,2+0,9
Christensenellaceae | 1,0 £ 0,6 1,5+0,6 2,2+1,4 1,1+0,6 1,8+0,8 1,4+0,6 2,3+1,6 2,2+1,3
Prevotella 1,8+1,1 0,6+0,3 0,2+0,1 0,5+0,3 0,5+0,3 09+0,5 20+1,1 0,2+0,1
Collinsella 1,6 +0,6 1,2+0,3 1,604 1,3+0,3 1,2+04 1,8+0,7 1,6 +0,6 1,4+0,3
Ndo atribuido 1,0+0,1 1,1+0,1 1,1+0,2 1,0+0,1 1,0+0,1 1,0+0,1 1,3+0,4 1,0+£0,1
Parabacteroides 1,3+0,4 1,3+0,4 1,2+0,3 1,3+x04 1,704 1,2+0,4 1,3+0,4 1,5+0,3
Oscillospira 1,3+0,1 1,5+0,3 1,6+0,2 1,8+0,3 1,6+0,2 1,5+0,3 1,3+0,2 1,8+0,3
Lachnospira 1,0+£0,5 1,0+04 0,6+0,2 1,6+0,9 1,3+0,5 1,2+0,5 1,3+0,6 0,5+0,1
Dorea 1,5+04 1,4+0,3 1,3+0,3 1,2+0,3 1,2+0,3 1,2+04 0,9+0,2 1,4 £0,3*
Coriobacteriaceaet | 0,9 +0,3 1,2+0,5 1,5+0,4 1,2+0,5 1,1+0,3 1,1+0,3 0,8+0,2 1,2+0,4
Barnesiellaceae* 09+0,3 4,0+24 1,0+0,4 1,0+0,3 1,1+0,3 1,4+0,5 0,8+0,3 0,8+0,3
Clostridiaceae* 0,4+0,1 1,1+0,7 0,9+0,5 1,0+0,7 0,3+0,1 0,4+0,1 04+0,1 0,3+0,1

Dados de sequenciamento de lllumina® MiSeq mostrando géneros que estdao presentes em mais de um por cento de abundancia em
pelo menos uma amostra. Os dados sdo os valores médios calculados para todos os participantes + erro padrdo da média (EPM) antes
e apos cada periodo de tratamento. * P < 0,05 — Significativamente diferente em comparagcdo com o pré-tratamento baseado no teste
dos postos sinalizados de Wilcoxon apds a correcdo da taxa de descoberta falsa para comparacdes multiplas. * Algumas bactérias s6
podiam ser classificadas no nivel da ordem ou da familia.
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Tabela 11: Concentragdes de acidos organicos em amostras fecais em resposta

aos quatro tratamentos no grupo saudavel

Média de Média de | EPM de | Valor

Pré EPM de Pré Pés Pés P Diferenca
Placebo
Acetato 36,7 5,8 43,2 5,2 1,00 6,5
Butirato 10,5 2,4 13,9 2,6 0,28 |34
Heptanoat
o 0,0 0,0 0,0 0,0 0,84 |00
Hexanoato | 0,4 0,2 0,6 0,2 0,58 0,2
Isobutirato | 0,6 0,2 0,8 0,2 0,82 0,2
Propionato | 7,8 1,7 10,6 2,3 0,74 2,8
Succinato | 1,6 0,6 1,0 0,1 0,48 | -0,6
Valerato 1,5 0,2 2,0 0,3 0,34 |05
GOLD
Acetato 43,7 5,5 31,4 4,8 0,05 | -12,3
Butirato 14,2 3,0 9,5 2,7 0,18 | -4,7
Heptanoat
o 0,1 0,1 0,0 0,0 0,20 | -01
Hexanoato | 0,6 0,2 0,2 0,1 0,03* | -0,4
Isobutirato | 0,6 0,2 0,4 0,1 0,92 -0,2
Propionato | 7,0 1,4 6,0 1,4 0,96 -1,0
Succinato 1,5 0,6 0,9 0,1 1,00 -0,6
Valerato 1,6 0,2 1,3 0,1 0,30 | -0,3
ACTAZIN™ L
Acetato 42,8 5,9 44,0 6,1 1,00 1,2
Butirato 15,3 2,2 13,5 2,2 1,00 |-1,8
Heptanoat | 0,1 0,1 0,0 0,0 1,00 -0,1
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o

Hexanoato | 0,7 0,3 0,8 0,3 1,00 0,1
Isobutirato | 0,8 0,3 0,7 0,2 1,00 |-0,1
Propionato | 8,9 1,3 9,9 1,5 1,00 1,0
Succinato 2,2 0,8 1,1 0,2 0,52 -1,1
Valerato 1,7 0,3 1,8 0,2 1,00 |01
ACTAZIN™ H

Acetato 45,2 6,7 32,8 5,0 0,32 | -124
Butirato 11,9 2,5 10,0 2,4 0,70 |-1,9
Heptanoat

o 0,0 0,0 0,0 0,0 1,00 | 0,0
Hexanoato | 0,3 0,1 0,4 0,2 1,00 0,1
Isobutirato | 0,7 0,2 0,5 0,1 0,76 -0,2
Propionato | 8,5 1,1 7,7 1,7 1,00 -0,8
Succinato 2,7 1,6 1,1 0,2 1,00 -1,6
Valerato 1,5 0,2 1,5 0,2 1,00 | 0,0

Niveis medidos por cromatografia gasosa (GC), expressos em umol/g de fezes. A diferenca indica
se um aumento liquido (valores positivos) ou uma diminuicdo liquida (valores negativos) foi
observada apds os tratamentos. * P < 0,05 — Significativamente diferente em comparagdao com o
pré-tratamento baseado no teste dos postos sinalizados de Wilcoxon apds a correcao da taxa de

descoberta falsa para comparagdes multiplas.
Tabela 12: Concentragdes de acidos organicos em amostras fecais em

resposta aos quatro tratamentos no grupo funcionalmente constipado

Média de Pré | EPM de Pré | Média de P6s | EPM de Pés | Valor P | Diferencga
Placebo
Acetato 33,7 7,2 34,7 3,9 1,00 1,0
Butirato 7,0 2,5 5,9 2,1 1,00 -1,1
Heptanoato 0,0 0,0 0,2 0,2 1,00 0,2
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Hexanoato 0,2 0,1 0,2 0,1 1,00 0,0
Isobutirato 1,2 0,3 1,5 0,3 1,00 0,3
Propionato 8,5 1,5 9,0 1,4 1,00 0,5
Succinato 2,3 0,3 1,7 0,2 0,04* -0,6
Valerato 1,4 0,3 1,5 0,3 1,00 0,1
GOLD

Acetato 40,5 8,7 39,1 7,4 1,00 -1,4
Butirato 8,3 3,8 8,5 2,3 1,00 0,2
Heptanoato 0,0 0,0 0,0 0,0 0,22 0,0
Hexanoato 0,1 0,1 0,4 0,2 0,56 0,3
Isobutirato 1,0 0,3 1,5 0,2 0,72 0,5
Propionato 9,2 2,1 10,4 2,2 1,00 1,2
Succinato 1,7 0,2 1,8 0,2 1,00 0,1
Valerato 1,4 0,3 1,8 0,3 1,00 0,4
ACTAZIN™ L

Acetato 35,2 5,4 44,7 10,2 1,00 9,5
Butirato 9,4 2,4 10,3 31 1,00 0,9
Heptanoato 0,1 0,0 0,1 0,1 1,00 0,0
Hexanoato 0,3 0,2 0,7 0,5 1,00 0,4
Isobutirato 1,6 0,3 1,6 0,3 1,00 0,0
Propionato 9,2 1,7 10,5 2,1 1,00 1,3
Succinato 1,8 0,1 1,7 0,1 0,60 -0,1
Valerato 1,9 0,3 2,0 0,3 1,00 0,1
ACTAZIN™ H

Acetato 46,0 10,0 32,3 4,2 0,72 -13,7
Butirato 9,5 3,7 4,0 1,2 1,00 -5,5
Heptanoato 0,2 0,2 0,0 0,0 0,28 -0,2
Hexanoato 0,3 0,2 0,1 0,0 0,40 -0,2
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Isobutirato 1,2 0,4 1,4 0,3 0,72 0,2

Propionato 10,8 3,2 7,5 1,0 1,00 -3,3
Succinato 2,0 0,2 1,9 0,2 1,00 -0,1
Valerato 1,4 0,4 1,3 0,2 1,00 -0,1

Niveis medidos por cromatografia gasosa (GC), expressos em umol/g de fezes. A diferenca indica
se um aumento liquido (valores positivos) ou uma diminuicdo liquida (valores negativos) foi
observada apds os tratamentos. * P < 0,05 — Significativamente diferente em comparag¢do com o
pré-tratamento baseado no teste dos postos sinalizados de Wilcoxon apds a correcdo da taxa de

descoberta falsa para compara¢des multiplas.

Discussao

[212] Foi determinado que varios grupos bacterianos foram
significativamente alterados em abundancia apds o consumo de suplementos
derivados de kiwi. Clostridiales aumentou em 2,6% depois de suplementagdao com
GOLD (Gold3) no grupo saudavel, embora as implicacbes deste aumento ainda
estejam sob investigacdo. A abundancia relativa de F. prausnitzii foi
significativamente elevada (3,6%) no grupo FC, apds um periodo de 4 semanas de
suplemento com o GOLD baseado em kiwi ouro.

[213] Particularmente, F. prausnitzii é um produtor de butirato conhecido. O
butirato é a fonte de energia preferida para as células epiteliais do célon e
desempenha um papel no alivio da inflamacado, bem como atenua a carcinogénese,
colonizacdo patogénica, e estresse oxidativo (Hamer et al. 2008; Macfarlane e
Macfarlane 2011). Em um estudo recente, demonstrou-se que a administracao de
uma bactéria produtora de butirato, Clostridium tyrobutyricum, protegeu os
camundongos de colite induzida por dextrano sulfato de sddio (Hudcovic et al.
2012). Portanto, o aumento da quantidade de F. prausnitzii no célon pode ajudar a

atenuar os sintomas de transtornos gastrointestinais, através da producao elevada
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de butirato.

[214] Como o trato gastrointestinal humano consiste em cerca de 10%*
células microbianas (Egert et al. 2006) e a abundancia de F. prausnitzii é de cerca
de 5% (Miquel et al. 2013), isto equivale a uma concentracdo de aproximadamente
cinco trilhdes de células F. prausnitzii, que podem exercer um efeito significativo
sobre as atividades microbianas e o metabolismo. O presente estudo mostrou uma
proporcao total de 5,6% de abundancia de F. prausnitzii de todas as amostras no
grupo FC (a média feita em todas as amostras no grupo FC, incluindo todos os
tratamentos e washout), enquanto que 6,1% foi observado no grupo saudavel. As
amostras dos participantes no grupo FC antes da administracdao da suplementacao
de GOLD tinham uma abundancia relativamente baixa de F. prausnitzii de 3,4%, que
aumentou duas vezes para 7,0% depois do tratamento com GOLD. Uma diminuigao
de 7,2% para 5,3%, foi observada no grupo saudavel o que pode ser devido aos
niveis ja elevados na linha de base. Isto foi observado em outros estudos, em que a
concentracao de referéncia de um grupo bacteriano tem uma influéncia substancial
sobre a magnitude do efeito observado em resposta a uma intervencao dietética
(Kolida et al. 2007; Tuohy et al. 2001).

[215] Houve pequenas diferencas entre os acidos organicos depois dos
tratamentos que podem ser atribuidas ao uso de amostras fecais como um
substituto para a determinacao in situ da composicao e concentracao de acido
organico. As concentragdes de acido organico diminuem distalmente no intestino
grosso, o que é devido a fermentagao secundaria, a absorgao na corrente sanguinea
e/ou ao uso de acidos organicos (particularmente o butirato) por colondcitos (Bach
et al. 2000). Portanto, a medicao de acidos organicos em amostras fecais pode

subestimar grandemente a concentracao de acidos organicos in situ (Millet et al.
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2010).

[216] O butirato foi ligeiramente superior nas amostras fecais de
participantes no grupo FC, o que se alinha com o aumento da abundancia de F.
prausnitzii. Lactato, formiato, e isovalerato nao foram detectados nas amostras
fecais de ambos os grupos em estudo. O lactato ndo é normalmente detectado em
concentracOes elevadas em amostras de fezes de individuos sauddveis, uma vez que
€ um intermedidrio em muitas redes metabdlicas e é consumido por membros da
microbiota como parte do metabolismo normal (Duncan et al. 2004; Belenguer et
al. 2011). O formiato também atua como um intermediario e pode ser convertido
em metano, didxido de carbono e agua, bem como ser apenas produzido na fase
inicial de fermentacao, normalmente no cdlon proximal (Pryde et al. 2002; Huda-
Faujan et al. 2010).

[217] F. prausniizii € bem caracterizada em termos das suas capacidades
metabdlicas e perfil de fermentacdo, apesar de ser uma bactéria sensivel ao
oxigénio que é dificil de cultivar em laboratério (Duncan et al. 2002). Apesar de seu
dominio numérico no intestino e da natureza produtora de butirato, F. prausnitzii
ainda nao foi usada para melhorar a saude digestiva. Dado que uma abundancia
empobrecida de F. prausnitzii é observada em varios tanstornos gastrointestinais,
foi proposto que F. prausnitzii poderia ser formulada como um probidtico e
administrado a pessoas que sofrem de IBS ou IBD (Sokol et al. 2008; Sartor 2011).
No entanto, este trabalho ainda esta em curso. A sensibilidade ao oxigénio de F.
prausnitzii torna dificil sua formulagdo como um componente de composigdes
probidticas.

[218] O suplemento derivado de kiwi ouro, GOLD, fornece um meio de

estimular seletivamente a proliferacdo de F. prausnitzii, comensal, e, portanto, é
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considerado particularmente Util para transtornos gastrointestinais relacionados
com a inflamagao. Em conclusdao, GOLD, melhorou a disbiose empobrecida de
F. prausnitzii em participantes com constipagao funcional. Como tal, o kiwi ouro em
po Gold3 pode ser usado para restaurar a microbiota para um estado saudavel com
beneficios anti-inflamatdrios e maiores concentracdes de butirato in situ.

Exemplo 9: Andlise de gPCR de microbioma para o ensaio clinico em
humanos

Sumario

[219] Este estudo investigou o efeito dos suplementos com kiwi de
ACTAZIN™ (2400 mg) e GOLD (2400 mg) sobre as concentracdes microbianas fecais
em um estudo de intervencao humana bem como em experimentos de
fermentacao in vitro. O objetivo foi determinar o efeito das interven¢des baseadas
em kiwis sobre a composicao microbiana das amostras. A modificacdao da
composicao da microbiota colonica foi determinada por reacdao em cadeia de
polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) que complementa os dados de
sequenciamento do gene 16S rRNA existente obtidos anteriormente. Ver Exemplos
7 e 8, acima.

[220] A gPCR em tempo real € um método comum usado para investigar a
ecologia microbiana do trato gastrointestinal. Tem sido usada em varios estudos e
pode dar uma indicacao quantitativa de niumeros microbianos. A quantificacao foi
realizada no instrumento Roche LightCycler® 480. Além das bactérias totais, grupos
bacterianos individuais quantificados foram o grupo de Clostridium coccoides, o
grupo delLachnospiraceae, Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, Bifidobacteria,
Lactobacilli e Faecalibacterium prausnitzii. Os grupos bacterianos acima também

foram quantificados para o trabalho de fermentacao in vitro com a exce¢ao dos
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Lactobacilos, que foram testados anteriormente.

[221] No grupo funcionalmente constipado, a concentragao de F. prausnitzii
aumentou apods a suplementacao com GOLD, ficando aquém de ser
estatisticamente significativa. Menores proporcdes de F. praiisnitzii sao muitas
vezes associadas com transtornos gastrointestinais; especialmente aqueles com
uma patologia inflamatéria. A descoberta de que a suplementacdao com GOLD
aumentou as concentracdes de F. prausnitzii estd de acordo com o aumento
significativo na abundancia encontrada nos dados de sequenciamento e fornece
suporte para os efeitos prebidticos de consumo de GOLD.

Antecedentes

[222] O kiwi verde demonstrou que melhora aspectos da saude
gastrointestinal, incluindo a alteracdao da ecologia microbiana do ambiente col6nico
(Blatchford et al. 2015a; Blatchford et al. 2015b; Parkar et al. 2012). Acredita-se que
estes beneficios derivam dos niveis inerentes de carboidratos resistentes a digestao
(DRC), polifenois e vitamina C (Chan et al. 2007; Ferguson & Ferguson 2003). Os
beneficios do kiwi ouro ndao foram claramente estabelecidos. Este estudo detalha
experimentos realizados utilizando amostras a partir do ensaio clinico humano
existente (descrito no Exemplo 5). O ensaio cruzado controlado com placebo,
randomizado, duplo cego examinou o papel de dois ingredientes derivados de kiwi,
ACTAZIN™ (kiwi verde) e GOLD (kiwi ouro Gold3), sobre a saude digestiva.

[223] Os pontos finais primarios medidos no ensaio original foram frequéncia
das fezes, forma das fezes, e pontuag¢des da qualidade de vida. Ver Exemplos 5 e 6.
Os pontos finais secundarios incluiram a medicdo de acidos graxos de cadeia curta
(SCFA), e também a medicdao das alteragdes nas abundancias relativas das

populacdes microbianas fecais utilizando o sequenciamento do gene 16S rRNA. A
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analise de sequenciamento do gene 16S rRNA gerou uma imagem global da
ecologia microbiana das amostras (sob a forma de porcentagens de abundancia
relativa), mas ndo gerou resultados quantitativos. Ver Exemplos 7 e 8, acima.

[224] Portanto, as seguintes amostras de DNA obtidas a partir do ensaio
original foram usadas para o ensaio atual: 2400 mg de amostras de intervencao de
GOLD pré- e pds- (n = 52), 2400 mg de amostras de intervencado (n = 52) de
ACTAZIN™ e amostras de placebo (n = 52). Estas amostras foram usadas para
determinar a concentracao de grupos bacterianos selecionados usando gPCR, que
produz uma medida quantitativa da concentracao de bactérias em uma amostra.

Materiais e métodos

[225] Conforme detalhado no Exemplo 5, o modelo do estudo foi um ensaio
cruzado, randomizado, duplo cego, controlado com placebo com participantes
consumindo quatro tratamentos diferentes em quatro semanas, com duas semanas
de washout entre cada tratamento. As intervencdes foram administradas em
capsulas de 4 x 600 mg formuladas de modo a parecerem iguais para manter o
tratamento cego, como mostrado na Tabela 13, abaixo. Ver também o Exemplo 5.
Conforme descrito, os ingredientes em p6 foram preparados de kiwi verde e kiwi
ouro da Nova Zelandia, respectivamente. Ver Exemplos 1 e 5.

Tabela 13: Descricao da composi¢ao de intervencao

Intervengao | Composi¢ao Dose Administragao(capsulas)/dia
ACTAZIN P6 de Kiwi Verde 2400 mg 4 x ACTAZIN™
GOLD P6 de Kiwi Ouro 2400 mg 4 x GOLD

Isomalte de cor verde
PLACEBO 2400 mg 4 x Placebo
(E102,E142)

[226] As bactérias selecionadas foram wusadas como o0s géneros

representativos para cada um dos sete grupos bacterianos avaliados (Tabela 14).
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Todos os isolados foram cultivados anaerobicamente a 37°C de um dia para o outro
utilizando tubos Hungate selados com rolhas de borracha butilica, salvo indicagao
em contrdrio. Todos os meios foram obtidos da Oxoid (Adelaide, Australia), salvo
indicacao em contrario.

[227] Lactobacillus reuteri (DPC 16) foi cultivado em caldo de Man-Rogosa-
Sharpe (MRS); Bifidobacterium bifidum (DSM 20082) foram cultivadas em caldo de
MRS suplementado com 0,05% (p/v) de cloridrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich);
Roseburia intestinalis (DSM 14610) foi cultivada em meio de bactérias ruminais
(DSMZ Medium 330); Lachnospira multipara (ATCC 19207) foi cultivada em meio
RMO02 suplementado com fluido ruminal filtrado (Leahy et al. 2010); Bacteroides
fragilis (ATCC 25285) foi cultivada em caldo anaerébico Wilkins-Chalgren
suplementado com 0,05% (p/v) de cloridrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich) durante
2 dias; Faecalibacterium prausnitzii (DSM 17677) foi cultivada em caldo de infusao
de cérebro-coracdo (BHI) suplementado com 0,5% (p/v) de extrato de levedura,
0,0005% (p/v) de haemin (Sigma-Aldrich), 0,0005% (p/v) de vitamina K (Sigma-
Aldrich) e 0,2% cloridrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich); Escherichia coli (Nissle) foi
cultivada em caldo triptico de soja (TSB) a 37°C aerobicamente.

Tabela 14: Tabela de iniciadores usados — modelo baseado em sequéncias de

16S rDNA
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Temper
atura Tempo
Bactérias Padrdo de de
Sequéncia do iniciador (5’ = 3’) Referéncias
alvo bacteriano recozi | recozime
mento nto (s)
(°C)
Direto: SEQ ID NO:3
Escherichia
Bactérias TCCTACGGGAGGCAGCAGT (Nadkarni et
coli 60 60
totais Inverso: SEQ ID NO:4 al. 2002)
Nissle .
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
Direto: SEQ ID NO:5
Bifidobacteri
Bactérias GGGTGGTAATGCCGGATG (Kok et al.
um bifidum 66 45
bifidas Inverso: SEQ ID NO:6 1996)
DSM 20082
CCACCGTTACACCGGGAA
Direto: SEQ ID NO:7
Lactobacillus
CGATGAGTGCTAGGTGITGGA (Fu et al.
Lactobacilos | reuteri 60 30
Inverso: SEQ ID NO:8 2006)
DPC16
CAAGATGTCAAGACCTGGTAAG
Bacteroides- Direto: SEQ ID NO:9
Bacteroides
Prevotella- GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT (Rinttila et
fragilis 63 20
Porphyromo Inverso: SEQ ID NO:10 al. 2004)
ATCC 25285 -
nas CGGATGTAAGGGCCGTGC
Faecalibacter | Direto: SEQ ID NO:11
Faecalibacter (Ramirez-
ium GGAGGAAGAAGGTCTTCGG
ium 60 20 Farias et al.
prausnitzii Inverso: SEQ ID NO:12
prausnitzii 2009)
DSM 17677 AATTCCGCCTACCTCTGCACT
Grupo de C | Roseburia Direto: SEQ ID NO:13 (Matsuki et
50 30
coccoides intestinalis AAATCGACCGTACCTGACTAA al. 2002)

Peticéo 870210009421, de 27/01/2021, pag. 106/138




95/122

DSM 14610 Inverso: SEQ ID NO:14
CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA

eae

Lachnospirac

Direto: SEQ ID NO:15

Lachnospira | GACGGTACCTGACTAAGAAGC

multipara Inverso: SEQ ID NO:16 63 30
2014)

ATCC 19207 AGTTTCATTCTTGCGAACGT

[228] A especificidade de cada cepa padrao de iniciadores foi avaliada
utilizando andlise in silico no software SnapGene® (www.snapgene.com). A
densidade celular foi determinada utilizando um hemocitémetro de Neubauer e as
culturas foram diluidas ou concentradas como requerido para 1,0 x 108 ou 1,0 x 10°
células/mL. O DNA foi, em seguida, extraido utilizando o kit de isolamento de MO-
BIO PowerSoil® DNA (MO-BIO Laboratories, Carlsbad, CA, US # 12888). As curvas
padrdes foram construidas utilizando séries de diluicdes de cepas bacterianas
representativas de cada grupo. As amostras e padrdoes foram executadas em
triplicado pela quantificacao absoluta no instrumento de PCR em tempo real Roche
LightCycler® 480. A quimica de deteccao de mistura mestre de Verde | SYBR
(04707516001) da Roche foi usada para detectar a amplificacdo de DNA de cadeia
dupla. O volume de reacdo total foi de 20 pL, consistindo em 10 pL de mistura
mestre de verde | SyBr, 4 uL de iniciador direto (5X concentrado a 2,5 uM), 4 uL de
iniciador inverso (5X concentrado a 2,5 uM) e 2 uL de molde de DNA ou dgua estéril
(nenhum controle de molde).

[229] Cada teste de qPCR incluiu um ciclo de ativacdo (95°C) durante 5
minutos, ciclos de teste de 32-40 (incluindo a etapa de desnaturacdo a 95°C (30s),
etapa de recozimento como na Tabela 14 e etapa de extensao a 72°C durante 1

minuto), e um ciclo de curva de fusdo (60 a 95°Ca 0,1°C por segundo, com aquisicao
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de fluorescéncia continua) seguido por um ciclo de resfriamento a 40°C. O ciclo
chamado curva de fusdao Tm possibilitou a diferenciagao entre o produto alvo e o
produto de cadeia dupla nao especifico, tal como dimeros de iniciadores. Os
iniciadores foram diluidos em agua de grau PCR a uma concentra¢ao de 2,5 pM.
Esta foi, em seguida, diluida de 1:5 para obter uma solu¢ao concentrada 0,5 uM na
reacao de PCR.

[230] Os calculos estatisticos foram conduzidos em R usando o pacote de
estatisticas (R Development Core Team 2008). O teste dos postos sinalizados de
Wilcoxon foi realizado para avaliar diferencas significativas antes e depois de cada
tratamento. Para as fermentagcdes in vitro, diferencas significativas foram
determinadas através da comparacao do tempo 0 com outros pontos de tempo.
Um valor de P menor que 0,05 foi considerado significativo apds a correcao por
comparagcdes multiplas, utilizando o método de Taxa de Descobertas Falsas (FDR)
em funcao do ajuste de p. em Studio R (Benjamini e Hochberg 1995).

Exemplo 10 Resultados da analise de qPCR de microbioma no ensaio clinico

em humanos

[231] Os resultados dos dados de qPCR retratam um perfil microbiano
relativamente estdvel ao longo do tempo para cada grupo bacteriano avaliado.
Aumentos ou diminuicdes moderados foram observados apds cada tratamento. A
Tabela 15 apresenta dados de LightCycler® 480 qPCR apresentando grupos
bacterianos como o nimero médio de cépias do gene 16S rRNA/grama de amostra
fecal (LOG transformado) calculado e o erro padrao da média (EPM) antes e apds
cada periodo de tratamento no grupo sauddavel. A Tabela 16 apresenta dados de
LightCycler® 480 gPCR apresentando grupos bacterianos como o nimero médio de

copias do gene 16S rRNA/grama de amostra fecal (LOG transformado) calculado e
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o erro padrao da média (EPM) antes e apds cada periodo de tratamento no grupo
funcionalmente constipado.

[232] Conforme mostrado na Tabela 15 e na Figura 6, no grupo saudavel apds
tratamento com GOLD, foram observados aumentos moderados nas bactérias
totais, grupos de C. coccoides, Lachnospiraceae, Lactobacilli, Bifidobacteria e
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, em que a concentracao de F. prausnitzii
permaneceu constante. Com suplementacao de ACTAZIN™, ligeiras diminuicdes
foram vistas nas bactérias totais, grupos de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas,
Lactobacilli, Bifidobacteria, e F. prausnitzii, em que o grupo C. coccoides
permaneceu constante e o grupo de Lachnospiraceae aumentou ligeiramente. O
tratamento com placebo apresentou concentracdes elevadas de bactérias totais e
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas e pequenos decréscimos nas
concentracdes de grupos de C. coccoides, Lachnospiraceae, Lactobacilli,
Bifidobacteria,e F. prausnitzii.

[233] Conforme mostrado na Tabela 16 e na Figura 7, no grupo
funcionalmente constipado apds tratamento com GOLD, foram observados
aumentos moderados nas bactérias totais, grupos de Clostridium coccoides,
Lachnospiraceae, Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, e Lactobacilli, e uma
diminuicdo menor em Bifidobacterium spp. A concentracdo de F. prausnitzii
aumentou na maior parte de log 7,03 a 7,45 que quase atingiu significancia (P =
0,0503) e estd de acordo com uma elevacdo semelhante relatada nos dados de
sequenciamento do gene 16S rRNA. O aumento em numeros reais é de 231,9
milhdes de niumeros de cépias do gene 16S rRNA, que é um aumento de 179% apds
o tratamento com GOLD. Apds tratamento com ACTAZIN™, foram observadas

diminuicdes em todos os grupos de bactérias. Oito dos nove dos participantes
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funcionalmente constipados mostraram um aumento nos niveis de F. prausnitzii
apos tratamento com GOLD. Ver Figura 5C. O tratamento com placebo apresentou

concentragOes elevadas em todos os grupos, exceto para Lachnospiraceae que

permaneceu constante.
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Tabela 15: Dados de LightCycler® 480 qPCR para o grupo saudavel

GOLD
Média de Média de
EPM de Pré EPM de Pés | valor P valor p fdr

Pré Pds
Bactéria Total 9,63 0,17 9,77 0,09 0,99 1,00
Grupo de Clostridium coccoides 8,91 0,21 9,03 0,15 0,84 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,42 0,18 7,53 0,12 0,81 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromona 7,44 0,17 7,59 0,13 0,44 0,88
Lactobacillus spp. 7,59 0,14 7,63 0,13 0,95 1,00
Bifidobacterium spp. 6,36 0,23 6,42 0,19 0,99 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 6,87 0,18 6,87 0,13 0,72 1,00

ACTAZIN™
Bactéria Total 9,79 0,09 9,69 0,17 0,98 1,00
Grupo de Clostridium coccoides 8,79 0,11 8,79 0,22 0,56 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,51 0,08 7,52 0,12 0,91 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromona 7,6 0,1 7,43 0,16 0,60 1,00
Lactobacillus spp. 7,53 0,07 7,44 0,14 0,91 1,00
Bifidobacterium spp. 6,49 0,18 6,41 0,24 0,90 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 6,97 0,12 6,78 0,21 0,31 0,62

Placebo
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Bactéria Total 9,71 0,17 9,74 0,1 0,82 1,00
Grupo de Clostridium coccoides 8,98 0,22 8,87 0,19 0,35 0,70
Grupo de Lachnospiraceae 7,56 0,2 7,47 0,15 0,51 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromona 7,47 0,18 7,56 0,14 0,87 1,00
Lactobacillus spp. 7,62 0,19 7,6 0,13 0,66 1,00
Bifidobacterium spp. 6,59 0,22 6,55 0,18 0,56 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 6,91 0,21 6,83 0,17 0,60 1,00
Tabela 16: Dados de LightCycler® 480 qPCR para o grupo funcionalmente constipado

GOLD

Meédia de

ord EPM de Pré | Média de Pés | EPM de Pds | valorp valor p fdr
Bactéria Total 10,01 0,09 10,21 0,07 0,16 0,32
Grupo de Clostridium coccoides 9,35 0,17 9,5 0,16 0,86 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,85 0,11 7,96 0,11 1,00 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromona | 7,65 0,15 7,88 0,15 0,22 0,44
Lactobacillus spp. 7,64 0,11 7,79 0,07 0,49 0,98
Bifidobacterium spp. 6,76 0,3 6,64 0,35 0,80 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 7,03 0,16 7,45 0,13 0,05 0,10

ACTAZIN™
Bactéria Total 10,13 0,15 9,98 0,11 0,34 0,68
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Grupo de Clostridium coccoides 9,11 0,2 8,93 0,19 0,60 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,78 0,19 7,56 0,17 0,55 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromona | 7,82 0,17 7,5 0,13 0,16 0,32
Lactobacillus spp. 7,75 0,15 7,67 0,12 0,73 1,00
Bifidobacterium spp. 6,95 0,15 6,43 0,27 0,22 0,44
Faecalibacterium prausnitzii 7,19 0,29 6,86 0,2 0,33 0,66
Placebo
Bactéria Total 9,96 0,16 10,08 0,12 0,49 0,98
Grupo de Clostridium coccoides 9,23 0,2 9,35 0,17 0,60 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,8 0,17 7,8 0,17 1,00 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromona | 7,65 0,24 7,84 0,15 0,49 0,98
Lactobacillus spp. 7,24 0,1 7,29 0,12 0,93 1,00
Bifidobacterium spp. 6,53 0,32 6,93 0,26 0,26 0,52
Faecalibacterium prausnitzii 7,12 0,29 7,16 0,26 0,73 1,00

Peticéo 870210009421, de 27/01/2021, pag. 113/138

zeT/10T



102/122

[234] As Figuras 6 e 7 mostram os dados da concentragdao bacteriana
graficamente em ambas as formas de log transformado e natural para os grupos
saudaveis e com constipacao funcional, respectivamente. A visualizacdao dos dados
nesta forma destaca quao estavel a composicao da microbiota fecal é ao longo do
tempo.

[235] Nota-se que as bactérias do grupo Bacteroides-Prevotella-
Porphyromonas constituem uma colecao consideravel de degradadores primarios
na comunidade col6nica humana. Os mesmos desempenham um papel importante
no acesso de carboidrato nao absorvido usando mecanismos de eliminagao
especializados Entre estes estdao os degradadores de celulose, amido, inulina e
xilano, tais como Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, e Bacteroides
cellulosilyticus (Flint et al. 2008; Walker et al. 2008). Roseburia intestinalis,
Roseburia inulinovorans, Ruminococcus bromii, e Ruminococcus flavefaciens sao
também do grupo de degradadores primarios principais que sao membros do grupo
C. coccoides (Kurakawa et al. 2015).

[236] O grupo de C. coccoides constitui o maior subgrupo de bactérias no
cdlon, tipicamente constituindo 25-60% de abundancia bacteriana total (Hold et al.
2002) e sao compostos por uma grande proporcao de produtores de butirato (Louis
& Flint 2009). Dois principais microrganismos com estados de probidtico
comprovados sao Bactérias bifidas e Lactobacilos. As Bactérias bifidas tém sido
muitas vezes associadas a microbiota saudavel e sdao produtoras de acetato, que
podem ter efeitos benéficos sobre a saude do hospedeiro. Os Lactobacilos
consistem em um grupo de bactérias comensais de dacido lactico que foram
exploradas durante séculos na producao de produtos lacteos e foram estudadas em

centenas de ensaios no que diz respeito a sua eficacia probidtica (Reid 1999).
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[237] O aumento da concentracao de F. prausnitzii foi muito pequeno para
ser significativo (P = 0,0503) apds o periodo de 4 semanas de suplemento com o
GOLD a base de kiwi ouro Gold3. F. prausnitzii ¢ uma das espécies mais populosas
do trato gastrointestinal humano, sendo normalmente observada em mais de 5%
da proporcao total da microbiota col6nica de adultos sauddveis (Miquel et al. 2013).
Os membros do Firmicutes phylum, F. prausnitzii sao habitantes comensais do
intestino grosso humano, que demostraram propriedades anti-inflamatadrias in vivo
(Furet et al. 2010; Sokol et al. 2009). F. prausnitzii geram butirato como resultado
da fermentacdo de carboidratos, assim como lactato e formiato (Duncan et al. 2002;
Duncan et al. 2004). O butirato é a fonte de energia preferida para as células
epiteliais do célon e desempenha um papel no alivio da inflamagdao, bem como
atenua a carcinogénese, colonizacao patogénica, e estresse oxidativo (Hamer et al.
2008; Macfarlane & Macfarlane 2011). GOLD estimula seletivamente a proliferacao
de F. prausnitziicomensais e, portanto, pode ser considerada como util para
transtornos gastrointestinais relacionados com a inflamacao.

[238] Em resumo, os dados de gPCR confirmam os dados de abundancia
relativa microbiana e mostram que o suplemento derivado de kiwi ouro Gold3
aumentou a concentracao de F. prausnitzii em participantes funcionalmente
constipados. Isso demonstra um resultado benéfico ja que se sabe que F. prausnitzii
crescem no intestino grosso e geram butirato, que tem funcdes
protetoras/benéficas para a saude no intestino.

[239] Estes resultados sao considerados como significativos, dado que
F. prausnitzii é altamente sensivel ao oxigénio (Rigottier-Gois 2013), e, portanto,
um desafio para formulacdo e armazenagem como um agente probidtico. Portanto,

as composicoes de kiwi ouro da invencao fornecem um meio eficiente e eficaz para
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aumentar os teores de F. prausnitzii o que seria de outro modo dificil de modular.

[240] Os versados na técnica podem utilizar as descricdes e ensinamentos
deste documento para produzir outras modalidades e variagcdes, sem
experimentagao indevida. Todas essas modalidades e variagdes sao consideradas
como fazendo parte da presente invengao.

[241] Deste modo, uma pessoa versada na técnica entenderd de imediato a
partir da divulgacdo que modificaces, substituicGes e/ou variacGes posteriores
realizam substancialmente a mesma func¢ao ou atingem substancialmente o mesmo
resultado ja que as modalidades aqui descritas podem ser usadas de acordo com
tais modalidades relacionadas da presente inven¢do. Dessa forma, a invencao tem
por objetivo abranger, dentro do seu escopo, modificacdes, substituicOes, e
variacOes de processos, fabricacdao, composicdes de matéria, compostos, meios,
métodos e/ou etapas aqui descritas.
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REIVINDICACOES

1. Uso de uma composicao preparada a partir de kiwi ouro seco,
caracterizado pelo fato de ser para a fabricacao de um medicamento para
aumentar os niveis de Faecalibacterium prausnitzii no trato digestivo de um
individuo, em que o kiwi ouro seco é um kiwi Actinidia chinensis Zesy002 ou um
derivado genético do mesmo.

2. Uso de acordo com a reivindicag¢ao 1, caracterizado pelo fato de que o
medicamento é formulado para administracao entérica, oral ou retal.

3. Uso de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que
o medicamento é formulado como um ou mais dentre um comprimido, capsula,
liquido, geleia ou saché.

4. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado

pelo fato que o medicamento é formulado para administracdao a uma dosagem

de:

(i) 2000 a 4000 mg de pd por dia ou um equivalente liguido do mesmo;

(ii) 250 a 2500 mg de po por dia ou um equivalente liquido do mesmo;

(iii) aproximadamente 2400 mg de po por dia ou um equivalente liquido do
mesmo; ou

(iv) aproximadamente 600 mg de pd por dia ou um equivalente liquido do
mesmo.

5. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizado
pelo fato que o medicamento é formulado para coadministragdo com um ou
mais dentre:

(i) um auxiliar digestivo adicional;

(ii) uma ou mais composicOes probidticas, prebidticas ou simbidticas; ou

(iii) fibra e/ou uma enzima digestiva.

6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizado
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pelo fato de que o medicamento é adicionalmente suplementado com
polifendis.

7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem um ou mais sintomas de constipagao,
irregularidade intestinal, doenca de Crohn, colite ulcerativa, sindrome do
intestino irritavel, doenca inflamatéria do intestino ou cancer gastrointestinal.

8. Uso de uma composicdao preparada a partir de kiwi ouro seco,
caracterizado pelo fato de ser para a fabricacdao de um medicamento para
melhorar a diminui¢ao dos niveis de Faecalibacterium prausnitzii no trato
digestivo de um individuo, em que o kiwi ouro seco é um kiwi Actinidia chinensis
Zesy002 ou um derivado genético do mesmo.

9. Uso de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de que o
medicamento é formulado para administragcao entérica, oral ou retal.

10. Uso de acordo com a reivindicacdao 8 ou 9, caracterizado pelo fato de
gue o medicamento é formulado como um ou mais dentre um comprimido,
capsula, liquido, geleia ou saché.

11. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 8 a 10,
caracterizado pelo fato que o medicamento é formulado para administracao a
uma dosagem de:

(i) 2000 a 4000 mg de pd por dia ou um equivalente liguido do mesmo;

(ii) 250 a 2500 mg de po por dia ou um equivalente liquido do mesmo;

(iii) aproximadamente 2400 mg de p6 por dia ou um equivalente liquido do
mesmo; ou

(iv) aproximadamente 600 mg de pd por dia ou um equivalente liquido do
mesmo.

12. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 8 a 11,

caracterizado pelo fato que o medicamento é formulado para coadministragao
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com um ou mais dentre:

(i) um auxiliar digestivo adicional;

(ii) composicdes probidticas, prebidticas ou simbidticas; ou

(iii) fibra e/ou uma enzima digestiva.

13. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 8 a 12,
caracterizado pelo fato de que o medicamento é adicionalmente suplementado
com polifendis.

14. Uso de acordo com a reivindicagao 3 ou 10, caracterizado pelo fato de

gue o medicamento é formulado como uma capsula de gel.
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