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DESCRICAO

PROCESSO PARA INIBIR O EFEITO PREBIOTICO DAS PROTEINAS
ALIMENTARES

A invencdo refere-se a um processo para a inibicdo do efeito
probidtico ou prebidtico das proteinas alimentares
relativamente a flora microbiana da cavidade Dbucal dos
carnivoros domésticos. A invencao consiste em inibir este
efeito através da utilizacdo de fosfatos alimentares

hidrossoluveis.

A cavidade bucal dos caes e dos gatos abriga uma microflora
bacteriana variada, classificando-se em microflora aerdbia e
microflora anaerdbia. Encontra-se esta microflora sobre as
mucosas bucals, sobre os dentes e na saliva, sendo esta
ultima, devido ao seu estado aquoso, o) meio de

desenvolvimento e também o veiculo de difusdao da microflora.

Ao nascimento, a cavidade bucal do animal € estéril mas é
rapidamente colonizada pelas bactérias aerdbias e anaerdbias
desde que o animal Jjovem absorve alimentos. Nao sé estes
alimentos nao sao estéreis, mas as suas proteinas, difundidas
na saliva, ou restos residuais sobre as mucosas, sobre e
entre os dentes, favorecem o desenvolvimento da microflora
microbiana. Diz-se entdo que estas proteinas tém um efeito
prebidtico ou probidtico relativamente a microflora (de pro,
a favor, e bios, vida, contrariamente a antibidtico). Deve
ainda notar-se que a saliva, que ¢é introduzida esterilmente
pelas glédndulas salivares, nao poderia nunca ter sido um meio
de desenvolvimento e de difusdo da microflora bacteriana sem

a presenca das proteinas alimentares.



Utiliza-se segundo a presente invencdo indiferentemente os
termos “prebidticos” e “probidticos” para definir o mesmo
efeito de favorecimento do crescimento e/ou a actividade

metabdlica dos microrganismos.

Infelizmente, nos cdes e nos gatos, a higiene Dbucal &
dificilmente realizavel de forma quotidiana. A lavagem da
boca com desinfectantes, a limpeza e o escovar dos dentes com
dentifrico apds as refeicdes, ndo sdo praticas correntes como
no Homem. Por outro lado, o0s caes e 0s gatos sao cada vez
melhor alimentados, frequentemente varias vezes ao dia, seja
com racdes “caseiras” quer através de alimentos comerciais
denominados “petfoods”. Estes ultimos podem ser alimentos
secos, humidos ou semi-humidos, petiscos ou guloseimas.
Qualguer gque seja a origem ou a apresentacao, todos estes
alimentos fornecem proteinas de origem animal ou vegetal,
naturalmente necessdrias a nutricdo dos animais, mas que
deixam residuos favordveis ao desenvolvimento da microflora

bacteriana bucal.

O desenvolvimento usual da flora microbiana pode conduzir a
efeitos estéticos 1indesejaveis, tails como um mau halito

transitdério que convém controlar.

Quando esta microflora bacteriana se desenvolve de forma
excessiva na cavidade Dbucal, o animal hospedeiro pode
apresentar diversos disturbios bem conhecidos dos criadores e
dos veterindrios, tanto em cdes como em gatos e apresentam

pregas nas suas gengivas que formam “bolsas gengivais”:

— halitose (mau halito),

- gengivite (inflamacdo da gengiva),



—garodontite ou doenca periodontal (inflamacao do
parodonte, ou seja, do conjunto dos tecidos de suporte e
de ligacdo dos dentes),

- faringite (inflamacdo da mucosa da faringe)

- etc..

Este desenvolvimento excessivo, patoldgico, estad associado a
um disturbio no controlo da flora microbiana que se distingue
do desenvolvimento  usual que provoca simples efeitos

estéticos indesejaveis.

Pode-se tratar estes disturbios através da utilizacao de
agentes anti-microbianos (Trevor Chin Quee, Trianthi Roussou
e E.C.S. Chan, “In vitro activity of Rodogyl against putative
periodontopathic bacteria”, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, Vol. 24, N° 3, 1983, pp. 445-447; K.S. Kornman,
B. Siegrist, W.A. Soskolne e K. ©Nuki, “The predominant
cultivable subgingival flora of Dbeagle dogs following
ligature placement and metronidazole therapy”, Journal of

Periodontal Research, Vol. 16, 1981, pp. 251-258).

No entanto, estes tratamentos com agentes anti-microbianos
sdo frequentemente tardios, dado que sé sao utilizados quando
os disturbios sdo j& bem visiveis. E entdo essencial
encontrar meios para diminuir o desenvolvimento excessivo da
microflora bacteriana da cavidade bucal dos caes e dos gatos,

antes que ela provoque disturbios patolédgicos.

A reqguerente descobriu de forma inesperada que fosfatos
alimentares sao capazes de 1inibir o efeito prebidtico das
proteinas alimentares relativamente a uma microflora da

cavidade bucal dos carnivoros domésticos. E essencial que



estes fosfatos sejam hidrossoliveis para serem activos na
saliva dos animais. E entdo preferivel utilizar pirofosfatos
ou polifosfatos de sédio. O fornecimento de fosfatos pode ser
realizado isoladamente ou através de um alimento, ou através
de qualguer preparacgdo veterindria ou ndo. Em todos os casos,
0 perito na técnica fornecerda o fosfato a wutilizar em
quantidade suficiente para que se encontre pelo menos num

teor de 0,50% da saliva.

Segundo a patente WO 93/25087 da Universidade do Indiana, os
fosfatos, e particularmente o hexametafosfato de sdédio, foram
jad utilizados como agentes de sequestracdo e de dissolucgéo
para impedir a formagcdo de cristais de cdalcio que constituem
0 téartaro dentario dos animais domésticos. No entanto, esta
técnica anterior nao descreveu o efeito inibidor dos fosfatos
relativamente a accdo prebidtica das proteinas alimentares em

relagcdo a microflora microbiana da cavidade bucal.

A presente invencdo refere-se entdo a um processo de inibicgao
do efeito prebidtico das proteinas alimentares em relacdo a
microflora bacteriana bucal dos animais carnivoros
domésticos, consistindo o referido processo em administrar ao
animal carnivoro doméstico um inibidor de efeito prebidtico,
compreendendo o inibidor um fosfato alimentar hidrossoluvel,
escolhido entre o pirofosfato de sddio e o tripolifosfato de
sédio.

Este processo de inibicdo €& um processo nao terapéutico
quando se trata de controlar o desenvolvimento usual da flora

bacteriana.

Este processo de inibicao pode ter uma finalidade terapéutica



quando se trata de controlar o desenvolvimento excessivo da

flora bacteriana.

Segundo a presente invencdo, o inibidor pode ser constituido
por um unico fosfato alimentar hidrossolivel ou por uma

mistura de fosfatos alimentares hidrossoluveis.

Os fosfatos alimentares hidrossoltveis sdo bem conhecidos
pelo perito na técnica, particularmente aqueles autorizados
pela Directiva 70/524/CEE, publicado no Jornal Oficial da

Unido Europeia de 25.2.2004.

De modo preferencial, o fosfato hidrossoluvel é diferente de
um hexametafosfato de sdédio, com vantagem escolhido entre os

pirofosfatos e os polifosfatos.

Segundo um modo preferencial de realizacado da invencao, o
fosfato alimentar € utilizado numa gquantidade tal que se

encontra dissolvido em pelo menos 0,5% na saliva dos animais.

Seqgundo a invencao, o fosfato alimentar pode ser administrado
isoladamente aos animais ou pode ser fornecido numa mistura

com alimentos para animais carnivoros domésticos.

Os alimentos sd@o escolhidos entre as racgdes “caseiras’”, ou os
alimentos industriais secos, humidos, semi-humidos, petiscos

ou guloseimas.

De modo vantajoso, a quantidade de fosfato alimentar no

Q

alimento complementado é superior ou igual a 1 % em peso, de

Q.

preferéncia compreendendo entre e 2 % em peso.



Segundo a invencado, o 1inibidor pode ser adicionado aos
alimentos de modo extemporéneo ou ainda previamente
misturado.

Segundo um outro modo de realizacdo da invencédo, o inibidor
do efeito prebidético é administrado aos animais carnivoros
domésticos numa preparacdo veterindria ou néo.

Os exemplos nao exaustivos e nao limitativos permitem

ilustrar a invencéao.

EXEMPLOS

Para todas as experiéncias, a microflora Dbacteriana da
cavidade Dbucal foil recolhida, conservada num meio de
conservacgao, e depois cultivada em saliva artificial segundo

0 protocolo seguinte:

Recolha da microflora bacteriana e preparagdo do inoculo.

Dois gatos macho de raca “europeia”, com um peso de cerca de
5,50 kg, foram anestesiados com 0,3 mL de medetomidina em
solucdo a 0,085 g/100 mL (Domitor, ND) e 0,26 mL de cetamina
em solucdo a 10 g/1000 mL (Imalgene 1000, ND).

Cada animal foi assim imobilizado, aspira-se de forma estéril
a saliva com uma pipeta e raspa-se a base dos dentes, as
gengivas, e as bolsas gengivais com as costas de um bisturi

estéril.

O conjunto das amostras foi transferido e bem diluido em 100
mL de um meio de conservagao estéril (meio com tioglicolato

com resazurina da Biokar com adicdo de 25% de glicerol). O



meio de conservacdo contendo as amostras é transferido em
tubos com microesferas (Cryobilles, ND de AES). Estes tubos
sdo de seguida incubados durante 6 horas em estufa a 37°C, em
recipiente sob CO;, antes de serem congelados para serem

posteriormente utilizados.

Aquando da utilizacdo posterior, cada tubo € descongelado a
temperatura ambiente, e depois colocado a incubar durante 12
horas a 37°C, num recipiente sob CO;. Contam-se as bactérias
aerdbias e anaerdbias segundo os métodos descritos de
seqguida. Dilui-se de seguida o contetdo de cada tubo com o
meio de conservacdo estéril para ter um inoculo de 5000 (3,70

logl0) germes reavivaveis em 0,2 mL.

Meétodos de contagem das bactérias

A microflora aerdbia € cultivada e depois contada em meio

tripticase soja (Biokar) incubado a 37°C durante 48 horas.

A microflora anaerdbia ¢ cultivada e depois contada em meio
de Schaedler (Biokar) adicionado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado estéril, incubado a 37°C, sob 37°C em

recipiente, durante 48 horas.

Saliva artificial

A saliva artificial de base é preparada segundo a tabela 31
da pédgina 244 da obra Biological Handbooks-Metabolism,
compilada e editada por Philip L. Altman e Dorothy S.
Dittmer, publicada pela Federation of American Societies for

Experimental Biology, 1968.



A esta saliva de base adiciona-se L-cisteina a razao de 0,5
g/litro para diminuir o seu potencial redox de modo a poder
nela fazer crescer em simultdneo a microflora Dbacteriana
aerdbia e a microflora bacteriana anaerdbia. O conjunto sera

denominado no gque se segue por “saliva artificial”.

Experimentacgdo

Reparte-se a saliva artificial nos tubos de ensaio a razao de
20 mL por tubo. A cada tubo adiciona-se ou nao proteina, na
presenca ou nao do fosfato a testar. Cada tratamento ¢é

composto por dois tubos.

O composto é autoclavado a 110°C durante 15 min.

Cada tubo ¢ de seguida inoculado com 0,2 mL de inoculo
descrito anteriormente. O conjunto ¢é incubado em estufa a

37°C, sem agitacao.

Ao fim de 24, ou 48 ou 72 horas de incubacado, conta-se a
flora aerdbia e a flora anaerdébia segundo os métodos

descritos anteriormente.
O resultado de cada tratamento é a média das contagens de
dois tubos de ensaio expresso em Logl0 dos U.F.C. (Unidades

Formadoras de Coldénias) por mL de saliva artificial.

Experiéncia 1

Os tratamentos foram as incorporacdes de uma farinha de carne
de aves desidratada (proteina DSH, da Société des Protéines

Industrielles, 56230 Berric, Franca, com titulo de 70% de



matérias azotadas totais) a razdo de respectivamente 0, 0,5,

1,0 e 1,5% na saliva artificial.

A Tabela 1 mostra gue, na auséncia da proteina, a microflora
bacteriana aerdébia e anaerdbia nao cresce, Ou cresce com
muita dificuldade apenas na saliva artificial. Mas desde que
a proteina esteja presente, mesmo num teor tado baixo como
0,5%, a microflora tanto aerdbia como anaerdbia “explode”

desde as 24 horas de incubacao.
Esta experiéncia mostra claramente o efeito prebidético de uma
destas proteinas alimentares em relagdo a microflora

bacteriana bucal.

Experiéncia 2

Nesta experiéncia, testa-se a inibicdo do efeito prebidtico
de um hidrolisado seco de proteina de aves (proteina MP9007
da Société des Protéines Industrielles com um titulo de 72,5%
de matérias azotadas totais), incorporado no teor de 1% na
saliva artificial, na presenca do fosfato trissddico no teor

de 5 ou 10%.

A Tabela 2 mostra que o efeito prebidtico da proteina MP9007
é completamente inibido pelo fosfato trissddico incorporado a
10%, tanto para a microflora aerdbia como para a microflora

anaerdbia.

O efeito inibidor do fosfato trissddico a 5%, se bem gque nao
total, ¢é também muito importante desde as 24 horas de

incubacao.



Experiéncia 3

Nesta experiéncia, recomega-se a testar o fosfato trissddico,
mas incorpora-se apenas em 0,5% em relacdo ao efeito
prebidtico da proteina MP9007 incorporada num teor de 1% na
saliva artificial. Por forca da experiéncia anterior, pdara-se

o0 ensaio apds 24 horas de incubacao.

A Tabela 3 mostra que o fosfato trissdédico incorporado em
0,5% diminui ainda o efeito prebidético da proteina MP9007,
tanto em relacdao a microflora aerdbia (7,75 em comparagdo com
8,16 Logl0) como a microflora anaerdbia (7,75 comparacdo com

8,54 Logl0).

Experiéncia 4

0 ensaio congsiste em testar o) efeito inibidor do
tripolifosfato de sédio incorporado a 0, 0,5, 1, 1,5 e 2% em
relacdao ao efeito prebidético da proteina MP9007 incorporada a

1% na saliva artificial.

A Tabela 4 mostra que o tripolifosfato de sédio inibe de

forma significativa o efeito prebidético da proteina.

Experiéncia 5

Neste ensaio, testa-se o efeito inibidor do trifosfato de
sédio incorporado a 0, 0,5, 1, 1,5 e 2% em relacdao ao efeito
probidtico de um hidrolisado de sdédio desidratado (Nurish
1500 IP, ND da Solea Company, com um teor de 83% em relacgao a
matérias azotadas totais) incorporado a 1% na saliva

artificial.
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A Tabela 5 mostra que o tripolifosfato de sddio, gqualguer gue
seja o seu teor de incorporacdo, inibe praticamente todo o

efeito probidético da proteina vegetal utilizado.

Experiéncia 6

Neste ensaio, testou-se o efeito inibidor do tripolifosfato
de sdédio incorporado a 0, 0,5, 1, 1,5 e 2% em relacdo ao
efeito probidtico de um hidrolisado de sdédio desidratado
(Nurish 1500 IP, ND da Solea Company, com um teor de 83% em
relacdo a matérias azotadas totais) incorporado a 0,5 e a 1%

na saliva artificial.

Utilizou-se neste ensalo microfloras bucals recolhidas num

cao.

Os resultados apresentados na tabela 6 mostram gque o
tripolifosfato de sédio inibe o efeito probidético do
hidrolisado de soja relativamente a microfloras Dbucais
aerdébias e anaerdbias de céao. 0O efeito inibidor é
particularmente importante a teores de incorporacao de

tripolifosfato iguais ou superiores a 1%.

Tabela 1

EFEITO PRERIOTICO DA PROTEINA DSH NA MICROFLORA BUCAL

(U.F.C./mL, média em Logl0O de dois tubos por tratamento)
Proteina

DSH Microflora |0 horas |24 horas|48 horas|72 horas

0 Aerdbia 3,70 < 3,00 < 3,00 4,75
Anaerdbia 3,70 < 3,00 < 3,00 < 3,00

e Aerdbia 3,70 7,85 8,99 8,01

! Anaerdbia 3,70 7,27 7,84 7,13

108 Aerdbia 3,70 8,55 10,01 7,98

! Anaerdbia 3,70 8,32 9,97 7,97

e Aerdbia 3,70 8,19 10,28 8,19

! Anaerdbia 3,70 8,27 9,48 7,50

11



Tabela 2

INIBICAO DO EFEITO PREBIOTICO DA PROTEINA MP9007 PELO
PIROFOSFATO TRISSODICO A 5 E 10%
(U.F.C./mL, média em Logl0 de dois tubos por tratamento)

Pirofosfa

Protei to Microflora 0 24 48 72

-na trissédic horas horas horas |horas
MP 9007 o

Aerdbia <
08 08 3,70 < 4,00 | < 4,00 | 4,00

<
Anaerdbia 3,70 < 4,00 | < 4,00 1| 4,00
1s 08 Aerdbia 3,70 8,79 7,51 8,05
Anaerdbia 3,70 8,43 7,72 7,59
1s 55 Aerdbia 3,70 6,88 7,56 7,69
Anaerdbia 3,70 6,88 7,46 6,26

<
1s 108 Aerdbia 3,70 < 4,00 4,88 4230
Anaerdbia 3,70 < 4,00 | < 4,001 4,00

Tabela 3

INIBICAO DO EFEITO PREBIOTICO DA PROTEINA MP9007 PELO
PIROFOSFATO TRISSODICO A 0,5%
(U.F.C./mL, média em LoglQ0 de dois tubos por tratamento)

24
Proteina MP9007 | Tripolifosfato |[Microflora |0 horas| horas
0% 0s Aerdbia 3,70 < 3,00
Anaerdbia 3,70 < 3,00

1s 0s Aerdbia 3,70 3,16
Anaerdbia 3,70 3,54

1s 0,55 Aerdbbia 3,70 7,75
Anaerdbia 3,70 7,75
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Tabela 4

INIBICAO DO EFEITO PREBIOTICO DA PROTEINA MP9007 PELO
TRIPOLIFOSFATO DE SODIO
média em Logl0 de dois tubos por tratamento)

(U.F.C./mL,

Proteina 48
MP9007 |Tripolifosfato|Microflora |0 horas|24 horas| horas
1s 08 Aerdbia 3,70 7,97 7,69
Anaerdbia 3,70 7,90 7,97

1s 0. 58 Aerdbia 3,70 5,50 6,90

! Anaerdébia | 3,70 5,41 7,04

1s 1e Aerdbia 3,70 4,81 6,49
Anaerdbia 3,70 < 4,00 6,36

12 1 58 Aerdbia 3,70 4,84 6,83

! Anaerdébia 3,70 4,98 6,82
e o5 Aerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00
Anaerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

Tabela 5

INIBICAO DO EFEITO PRERIOTICO DO HIDROLISADO DE SOJA PELO
TRIPOLIFOSFATO DE SODIO
média em Logl0 de dois tubos por tratamento)

(U.F.C./mL,

Hidrolisado|Tripolifos Micro- 24 48
de soja —-fato flora 0 horas horas horas
1s 0% Aerodbia 3,70 6,93 8,31
Anaerdbia 3,70 7,11 8,10

1s 0 52 Aerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

! Anaerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

1s 1s Aerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

Anaerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

1s 1 52 Aerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

! Anaerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

15 s Aerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00

Anaerdbia 3,70 < 4,00 |< 4,00
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Tabela ©

INIBICAO DO EFEITO PREBIOTICO DO HIDROLISADO DE SOJA
RELATIVAMENTE A UMA FLORA BUCAL DE CAO PELO
TRIPOLIFOSFATO DE SODIO
(U.F.C./mL, média em Logl0 de dois tubos por tratamento)

Hidrolisa
Tripolifos— do de Microflo- 0 24 48
fato soja ra horas horas horas
08 08 Aerdbia 3 < 3 < 3
Anaerdbia 3 < 3 < 3
08 0 55 Aerdbia 3 7,47 8,06
! Anaerdbia 3 6,67 6,94
0% e Aerdbia 3 7,94 8,01
Anaerdbia 3 6,72 7,12
0,5% 0,5% Aeré?ié 3 7,10 7,54
Anaerdbia 3 1,92 5,80
0.5 e Aerdbia 3 7,50 7,51
! Anaerdbia 3 6,30 6,24
1s 0 53 Aerdbdbia 3 < 3 < 3
! Anaerdbia 3 < 3 < 3
1s s Aerdbdbia 3 < 3 3,17
Anaerdbia 3 < 3 3,3
. o Aerdbia 3 < 3 < 3
Lro% 0, 5% Anaerdbia 3 < 3 < 3
1 58 s Aerdbia 3 < 3 < 3
! Anaerdbia 3 < 3 < 3
os 0 52 Aerdbbia 3 < 3 < 3
! Anaerdbia 3 < 3 < 3
os s Aerdbbia 3 < 3 < 3
Anaerdbia 3 < 3 < 3

08-05-2009
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REIVINDICAGOES

1. Utilizacéao de um fosfato alimentar hidrossoluvel,
escolhido entre o pirofosfato de sdédio e o tripolifosfato de
sédio para a preparacgdao de um inibidor do efeito prebidtico
das proteinas alimentares em relacdo a microflora bacteriana
bucal dos animais carnivoros domésticos, destinado a
prevencao ou ao tratamento dos disturbios associados ao

desenvolvimento da microflora bacteriana bucal dos animais.

2. Utilizacdo segundo a reivindicacao 1, na qual o fosfato
alimentar se encontra dissolvido a pelo menos 0,5% na saliva

dos animais.

3. Utilizagdo segundo uma das reivindicagdes 1 a 2, na qual
0 inibidor ¢é destinado a ser administrado 1soladamente aos

animais.

4., Utilizacdo segundo uma das reivindicagdes 1 a 3, na qual
0 1nibidor se destina a ser administrado em mistura com

alimentos para animais carnivoros domésticos.

5. Utilizacdo segundo a reivindicacao 4, caracterizada pelo
inibidor se destinar a ser adicionado aos alimentos de modo

extemporéneo.

6. Utilizacdo segundo a reivindicacao 5, caracterizada pelo
inibidor se destinar a ser ©previamente misturado aos

alimentos.

7. Utilizacdo segundo uma das reivindicagdes 5 a 6, na qual

0s alimentos s&o escolhidos entre as racgdes “caseiras’”, ou os



alimentos industriais secos, humidos, semi-humidos, petiscos

ou guloseimas.
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RESUMO

PROCESSO PARA INIBIR O EFEITO PREBIOTICO DAS PROTEINAS
ALIMENTARES

A presente invencado refere-se a um processo de inibicdao do
efeito prebidtico das proteinas alimentares em relacdo a
microflora bacteriana bucal dos animais carnivoros
domésticos, consistindo o referido processo em administrar ao
animal carnivoro doméstico um inibidor deste efeito
prebidtico, compreendendo o inibidor um fosfato alimentar
hidrossoluvel. O inibidor pode ser administrado isoladamente
ou através de um alimento ou de uma preparacado veterindria ou

nao.
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La demande de brevet européen No. 05752807.7 ayant été diment exami‘née, il est procéds,
pour 'ensemble des Etats contractants désignés a la délivrance d'un brevet européen ayant pour titre
celui qui figure dans la notification en date du 19.09.08 émise en application de la raégle 71 (3) CBE

et dans la version conforme aux documents indiqués dans cette notification.

No de brevet
Date de dépdt
Priorité revendiquée

Les Etats contractants et
le(s}) Titulaire(s) du brevet

11761236
1 16.06.05
: 30.06.04/FRA 0407216

AT BE BG CH CY CZ DE DK EE ES FI FR GB GR HU IE IS ITLILT!
MG NL PL PT RO SE 81 8K TR

Royal Ganin S.A.
30470 Aimargues/FR

La décision prend effet au jour de la publication au Bulletin européen des brevets de la mention de

délivrance (art. 97(3) CBE).

Date de publication de cette mention au Bulietin européen des Brevets No 09/11 du 11.03.09.

Division d'examen
Menidjel R

es Pate,
.;é’\ﬁc'“ nta”)f
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Lettre recommandée
OEB Form 2006A 12.07 06.02.09

Heck G

De Jonge S

au coutrier interne; 06.02.0
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