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A INVENCAO DIZ RESPEITO A COMPOSICOES NUTRICIONAIS E FARMACEUTICAS
COMPREENDENDO GALACTO-OLIGOSSACARIDOS (GOS) NAO DIGERIVEIS E SEUS USOS. EM
PARTICULAR, A INVENCAO REFERE-SE AO USO DE ESPECIES DE GOS NA PREVENCAO OU
TRATAMENTO DE DOENCA CAUSADA POR TOXINAS BACTERIANAS. E PROPORCIONADO O
USO DE GOS TENDO UM GRAU DE POLIMERIZACAO DE 5 OU SUPERIOR, PREFERIVELMENTE 6
OU SUPERIOR, PARA O FABRICO DE UMA COMPOSICAO NUTRICIONAL OU FARMACEUTICA
PARA O TRATAMENTO OU PREVENCAO DE UMA DOENCA AGUDA OU CRONICA ASSOCIADA
COM OU CAUSADA PELA ADESAO E/OU CAPTACAO DE UM MEMBRO DA FAMILIA DA TOXINA
DA COLERA. E TAMBEM PROPORCIONADO UM METODO PARA PROPORCIONAR UMA FRACAO
DE GOS CAPAZ DE INIBIR A LIGACAO DA TOXINA DA COLERA (CTX) AO GM1 E FRACOES
OBTENIVEIS POR ESSE MEIO.
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RESUMO

"INIBIGAO DE TOXINAS DA COLERA POR GALACTO-OLIGOSSACARIDOS

(Gos) "

A 1invencédo diz respeito a composicdes nutricio-
nais e farmacéuticas compreendendo galacto-oligossacéaridos
(GOS) ndo digeriveis e seus usos. Em particular, a invencéo
refere-se ao uso de espécies de GOS na prevencdo ou
tratamento de doenca causada por toxinas bacterianas. E
proporcionado o uso de GOS tendo um grau de polimerizacao
de 5 ou superior, preferivelmente 6 ou superior, para o
fabrico de uma composicdo nutricional ou farmacéutica para
o tratamento ou prevencdo de uma doenca aguda ou crbébnica
associada com ou causada pela adesdo e/ou captacdo de um
membro da familia da toxina da colera. E também propor-
cionado um método para proporcionar uma fracdo de GOS capaz
de inibir a ligacdo da toxina da cbéblera (Ctx) ao GM1l e

fracdes obteniveis por esse meio.
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DESCRICAO

"INIBIGAO DE TOXINAS DA COLERA POR GALACTO-OLIGOSSACARIDOS

(Gos) "

A invencdo diz respeito a composicdes nutri-
cionais e farmacéuticas compreendendo galacto-oligossaca-
ridos (GOS) ndo digeriveis e seus usos. Em particular, a
invencdo refere-se ao uso de espécies de GOS na prevencao,
reducdo ou por outro lado tratamento de doenca causada por

toxinas bacterianas.

A infecdo intestinal com toxina de Vibrio cho-
lerae tem afligido o mundo em desenvolvimento desde a dquase
200 anos. Vibrio cholerae é transmitido através da via
fecal-oral, mais comummente pelo consumo de &gua e numa
menor extensdo por alimentos contaminados (w. H. O.
Cholera, 2004. Wkly Epidemiol Rec, 80(31) (2005) 261-8). Em
individuos imunocomprometidos e malnutridos, os vibrides
sobrevivem através da Dbarreira géstrica e por 1ultimo
colonizam o intestino delgado (Tamplin et al., Appl Environ
Microbiol, 56(6) (1990) 1977-80). As recentes eclosdes de
cblera como consequéncia do tsunami asidtico e do furacéo
Katrina nos EUA ilustram adicionalmente a importancia da

gestdo da doenca.

Nédo existe contudo nenhum profilatico contra a
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toxina da cblera e sem tratamento as taxas de casos fatais
aumentam 30-50%. O sucesso limitado tem sido alcancado
usando dois tipos de Vacinas Orais da Cblera (VOC) ainda
que sejam 1ineficazes contra a estirpe patogénica Vibrio
cholerae 0139. Além disso, a descoberta de que as estirpes
Vibrio cholerae dque produzem toxina possuem resisténcia
multipla a farmacos tem implicacdes significativas sobre o
uso de antibidéticos como tratamento e estratégia de con-
trolo. Claramente, existe uma urgéncia para desenvolver
tecnologias alternativas para combater a cbdlera e doencas

relacionadas.

Existem muitas toxinas bacterianas que se ligam a
ganglidésido, um &cido glicosfingolipido, como recetor sobre
a superficie celular de células alvos e invadem células
alvos por subsequente internalizacdo do complexo toxina-
-recetor. A mals conhecida destas é a toxina da cdlera
(Ctx), uma enterotoxina produzida pelo Vibrio cholerae, e o
seu recetor da superficie celular especifico foil identi-
ficado como monossialoganglidésido gal (betal-3)galNAc (betal-
4) [Acido sidlico (alfa2-3)]gal(betal-4)glc(beta)l-ceramida

(GM1) .

A toxina da cbdlera é uma assembleia hexamérica
AR5 consistindo de uma estrutura em anel de cinco subuni-
dades B idénticas (Ctx-B) e uma subunidade A (Ctx-A). Como
com muitas outras toxinas bacterianas a atividade
catalitica reside em Ctx-A, ainda que a ligacdo ao recetor

e a entrega da toxina a célula alvo sejam mediadas pelo
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pentémero Ctx-B. Pensa-se que a ligacdo de subunidades B a
GM1 da membrana induz uma mudanca conformacional na toxina,
resultando na entrada da assembleia hexamérica compreen-

dendo a subunidade A téoxica na célula alvo.

Uma subunidade A mostra atividade ADP-ribosil-
transferase contra Goas, que é um membro do grupo de pro-
teinas de hidrolisacdo de GTP, responsavel pela regulacéo
de muitos aspetos da funcédo celular (Shah BH., Exp Mol Med,
31(2) (1999) 89-94). Gous regula a atividade de adenilato-
ciclase e determina a concentracdo de cGMP na célula hos-
pedeira. A subunidade A em seguida ADP-ribosila a subuni-
dade alfa de Gs, destruindo a atividade inata de GTPase.
Consequentemente o estimulo ndo pode ser desligado e por
isso a adenilato-ciclase continua a producdo de cAMP,

mantendo a cascata a funcionar.

Normalmente, na auséncia de Ctx, um mecanismo de
ligar-desligar assegura dque Goas seja ativado conforme
requerido pela célula em resposta a estimulacdo de
adenilato-ciclase intestinal. Este sistema por conseguinte
mantém normalmente a concentracdo de c¢cGMP suficientemente
alta para realizar a sua funcdo (Faruque et al., Mol Biol
Rev, 62(4) (1998) 1301-14). A ADP-ribosilacdo ndo contro-
lada de Gas resulta num aumento continuo da atividade de
adenilato-ciclase dque por Uultimo causa a acumulacdo de
altos niveis de cGMP. No intestino os niveis de cGMP afetam
os transportadores de sb6bdio e cloreto, causando o)

desequilibrio e interrupcdo idénica no potencial osmdético da
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membrana. O efluxo massivo resultante de 1ides cloreto e
bicarbonato no lume do intestino delgado puxa grandes

quantidades de agua com ele por osmose passiva.

A classe de toxinas AB5S pode ser subdividida em
familias com base na homologia de sequéncia e tropismo do
recetor. Ambas as enterotoxinas toxina da célera e E. colil
termoléabeis LT e LT-II sdo estruturalmente relacionadas. A
subunidade B de ambas as toxinas tem alta afinidade pela
porcdo oligossacdrida de numerosos glicolipidos incluindo
GMl. A aderéncia dquer da toxina da cblera dquer da
enterotoxina 14bil por calor de Escherichia coli a GM1
presente na superficie de células epiteliais que revestem o
intestino é o primeiro passo de uma série gue resulta na
inducdo de diarreia aquosa. Ainda que a cblera seja mais
severa, ambas podem conduzir a morte como resultado de
desidratacdo severa.

E um objetivo da presente invencdo proporcionar
composicdes que sdo eficazes no tratamento profilatico e/ou
terapéutico de doencas associadas com toxinas bacterianas
patogénicas de Vibrio cholerae e E. coli enterotoxigénica.
Em particular, os inventores presentes d&o conta da
identificacdo de compostos que tém utilizacdo como
inibidores da adesdo de toxina da cdlera ao seu recetor GMI
com 1ideia subjacente de que tendo por alvo a toxina
bacteriana podem tornear a resisténcia a fadrmaco da estirpe

bacteriana.
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Surpreendentemente, foi encontrado que certas
fracdes de uma preparacdo de oligossacarido de grau ali-
mentar ndo digerivel sdo inibidores altamente eficientes da
Ctx-B que se liga ao seu recetor natural. Mais especifi-
camente, as fracdes enriquecidas em galacto-oligossacaridos
(GOS) com um grau de polimerizacdo de cinco ou superior,
compreendendo pentassacaridos de GOS (aqui também referidos
como DP5) e hexassacaridos de GOS (DP6), foram encontradas
como sendo antiadesivos de Ctx-B eficazes prevenindo a

ligacdo de Ctx a GM1 numa célula alvo.

A invencdo por conseguinte diz respeito a uma
composicdo compreendendo galacto-oligossacéridos (GOS), em
que as espécies de GOS tendo um grau de polimerizacdo de 5
ou superior, preferivelmente 6 ou superior, estdo presentes
numa quantidade de pelo menos 35% numa base ponderal
($ m/m), com base na massa seca total de todas as espécies
de GOS presentes na composicdo e em gue o conteudo em penta
e/ou hexassacarido de GOS é 2-100% numa base ponderal com
base no massa total da composicdo. E também proporcionado o
uso da referida composicdo de GOS para o fabrico de uma
composicdo nutricional ou farmacéutica para o tratamento ou
prevencdo de uma doenca aguda ou crdnica associada com ou
causada pela adesdo e/ou captacdo de um membro da familia

da toxina da cdlera.

Num outro aspeto, a invencdo diz respeito a um
método de fracionamento para o isolamento de uma fracédo de

GOS tendo atividade inibidora de Ctx a partir de uma
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mistura de GOS. Também revelada ¢é uma fracdo de GOS
obtenivel pelo referido método e o uso da referida fracéo

como antiadesiva de Ctx-B.

E também revelada uma composicdo, por exemplo uma
composicéao farmacéutica ou nutricional ou um seu
concentrado, compreendendo uma quantidade alta de espécies

DP5 e/ou DP6 de GOS.

GOS pertence ao grupo de hidratos de carbono néo
digeriveis que podem ser olhados como fibras dietéticas
soluveis, porgque eles se ajustam a definicdo geralmente
aceite de fibra dietética incluindo critérios ndo soé
bioquimicos mas também nutricionais/fisiolbégicos ("Food
Industry ad hoc Working Group on Dietary Fibre" in Int.
Food Ingred., 1 (1994) 46-49). 0Os GOS tém recebido inte-
resse crescente, porgque eles podem promover a proliferacéo
de bifidobactérias e &acido latico bacteriano no intestino
humano e por conseguinte aumenta a saude humana. Os GOS néo
sdo apenas caracterizados como pré-bidéticos que melhoram a
saude intestinal mas foram também revelados como reduzindo
o risco de cancro do cbdlon. A possivel atividade
antitumoral de GOS pode ser contabilizada pela possivel
acdo antitumor de butirato, uma das substéncias produzidas

a partir dos GOS no cdédlon.

Os GOS podem ser produzidos enzimaticamente
usando a fracédo D-lactose purificada do soro do leite como

substrato (Wallenfels et al., Adv Carbohydr Chem, 16 (1961)
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239.98). A enzima P-galactosidase de Aspergillus oryzae tem
uma atividade catalitica de transgalactosilo sobre lactose
resultando na formacdo de di a octassacéridos constituidos
por 1-7 unidades de galactose ligadas a uma molécula de
glucose no termo da reducdo, 1isto ¢é (galactose),glucose,
onde n é& 1-7 (Matsumoto et al., "Galactooligosaccharides™,
in T. Nakakuki (editor), Oligosaccharides: production,
properties and applications, Gordon and Breach Science
Publishers, Shizuoka, Japdo, 1995, p 90-106). Contudo, a
sintese enzimdtica produz misturas de GOS que sdo frequen-
temente impuras. Por exemplo, o© xarope comercial Vivi-
nal GOS® contém apenas 59% de GOS m.m*, com lactose, glu-
cose e galactose a contar para os restantes 41%. De entre
as espécies de GOS presentes em Vivinal GOS, os dissa-
cdridos (DP2) e trissacaridos (DP3) s&ao os mais abundantes,
representando aproximadamente 33% m/m e 39% m/m, respe-
tivamente, com base na massa seca total de todas as espé-
cies de GOS. DP4 e DP5 representam cerca de 18% m/m e

% m/m. As espécies de GOS tendo um grau de polimerizacédo
de seis e superior representam apenas cerca de 3% m/m das
espécies de GOS em Vivinal GOS. Outras misturas de GOS
comercialmente disponiveis s&o de modo semelhante enri-
quecidas em espécies de GOS de massa molecular inferior, em
particular em di e trissacdridos de GOS. Conforme aqui
revelado abaixo, os inventores presentes desenvolveram um
método para o fracionamento da mistura complexa de espécies
de GOS derivadas do soro do leite. A seguir a remocdo de
glucose e galactose, a mistura foil separada por cromato-

grafia de permuta ibénica. Isto resultou em 15 fracdes com
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um perfil de espécies de GOS diferente, isto é diferindo na
abundancia relativa de tri, tetra, penta e hexassacaridos
de GOS, aqui referidos como DP3, DP4, DP5 e DP6, respe-
tivamente. Com o numero de fracdo crescente, a abundancia
de DP5 e DP6 foi mostrada a decrescer num modo passo a
passo com um aumento simultédneo em DP3 e DP4, indicando um
desvio de fracdes contendo predominantemente DP6-DP5 para

fracdes contendo DP4-DP3.

Foram realizados testes ELISA competitivos em que
as fracdes de GOS foram avaliadas a sua capacidade de
inibir a ligacdo da subunidade B da Ctx a GMl. Isto revelou
que as fracdes de GOS relativamente enriquecidas em
pentassacdridos (DP5) e hexassacadridos (DP6) de GOS e tendo
uma abundéncia relativa baixa de DP3 e DP4 sdao inibidores
particularmente potentes da adesdo de Ctx. O termo "rela-
tivamente enriquecidas" tem a intencdo de indicar que a
abundancia é aumentada gquando comparada ao material de

partida ndo fracionado.

As fracgdes de GOS ativas incluiram aquelas
compreendendo 15% m/m ou mais de DP6 com base na massa seca
total de espécies de GOS presentes na fracdo, corres-
pondendo a pelo menos 15 mg/mL no teste ELISA. Além disso,
DP6 estava presente nas fracdes ativas numa gquantidade de
pelo menos 40% m/m com base em todas as espécies de GOS
presentes, correspondendo a pelo menos 40 mg/mL no teste.
Sem se desejar ficar limitado pela teoria, as correlacdes

estatisticas entre a constante de inibicdo de cada fracdo e
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a composicdo de cada fracdo determinada usando dados de
espetrometria de massa sugerem que DP6 é a mais provavel
componente inibitéria de Vivinal GOS fracionado. Contudo,
outras espécies de GOS presentes nas fracdes activas podem

contar para alguma ou toda a atividade observada.

Por conseguinte, a invencdo proporciona num aspe-
to o uso de uma composicdo da reivindicacdo 1 ou reivin-
dicacdo 6 para o fabrico de uma composicdo nutricional ou
farmacéutica para o tratamento ou prevencdo de uma doenca
aguda ou crdénica associada com ou causada pela adesdo e/ou
captacdo de um membro da familia da toxina da cbodlera. A
composicdo nutricional ou farmacéutica é adequada para a
prevencdo ou tratamento de doenca aguda ou crdnica causada
por um membro da familia da toxina da cdbdlera, em particular
doencas diarreicas. Numa incorporacdo, a doenca ¢é causada
por toxina da cdlera de V. cholera (Ctx-B) ou enterotoxina

termolébil (LT-B) de E. coli enterotoxigénico (ETEC).

Um aspeto adicional da invencdo diz respeito a
uma composicdo antiadesiva compreendendo galacto-oligos-—
sacaridos (GOS), em gue as espécies de GOS tendo um grau de
polimerizacdo de 5 ou superior, preferivelmente 6 ou supe-
rior, estdo presentes numa gquantidade de ©pelo menos
35% m/m, mais preferivelmente pelo menos 40% m/m, com base
na massa seca total de todas as espécies de GOS presentes
na composicdo e em que o contetido de penta e/ou hexassa-
cadrido nos GOS é 2-100% numa base ponderal com base no

massa total da composicdo. Numa incorporacdo, a composicdo
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compreende GOS tendo um grau de polimerizacdo de 6 numa
quantidade de pelo menos 10% numa base ponderal (% m/m),
preferivelmente pelo menos 15% m/m, mais preferivelmente
pelo menos 20% m/m, com base na massa seca total de todas
as espécies de GOS presentes na composicdo. Alternati-
vamente ou adicionalmente, uma composicdo compreende GOS
tendo um grau de polimerizacdo de 5 numa quantidade de pelo
menos 15% numa base ponderal (% m/m), preferivelmente pelo
menos 20% m/m, mais preferivelmente pelo menos 30% m/m, com
base na massa seca total de todas as espécies de GOS
presentes na composicéao.

Umn aspeto especifico diz respeito a uma compo-
sicdo compreendendo desde cerca de 10% m/m até cerca de

20% m/m de DP6 de GOS, desde cerca de 40% m/m até cerca de

50% m/m de DP5, sendo o restante DP4 de GOS.

Uma composicdo de acordo com a invencdo pode
compreender outros componentes em adicdo as espécies de
GOS, por exemplo um diluente, agente de suporte e/ou com-
postos de valor nutricional e/ou farmacéutico. Uma compo-
sicdo também pode ser uma composicdo de GOS concentrada,
por exemplo em que todas as espécies de GOS presentes na
composicdo fazem até pelo menos 50% m/m, preferivelmente
pelo menos 60% m/m, mais ©preferivelmente pelo menos
70% m/m, tal como 80% m/m, 85% m/m, 90% m/m, 95% m/m ou
mesmo 99% m/m, com base na massa seca da composicdo. Além
disso, as percentagens relativas acima de DP5 e DP6 numa
composicdo podem aumentar até valores altos. As composicdes

consistindo essencialmente apenas de DP5 e/ou DP6 de GOS
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sdo também abrangidas. Por conseguinte, sdo proporcionadas
composicdes em que as espécies de GOS presentes consistem
de apenas DP5 de GOS, apenas de DP6 de GOS ou uma mistura

de DP5 e DP6 de GOS.

Os dados acima ilustram que o préprio fraciona-
mento tem eficdcia 1inibitdéria de ligacdo a Ctx aumentada
pela concentracdo de espécies de GOS particulares, isto é
penta e hexassacaridos de GOS, que sdo de outra maneira
diluidos na formulacdo comercial de GOS. O processo pPropor-
ciona assim um meio rapido e eficaz de remover hidratos de
carbono de baixa massa molecular que ndo tém propriedades
pré-bidticas, nutracéuticas e/ou bioldgicas. A concentracao
de hidratos de carbono ativos, em particular DP5 e/ou DP6
de GOS, permite preparar uma composicdo dque tem uma
atividade mais alta (antiadesiva de Ctx-B) por massa
unitéaria (seca). Uma tal composicdo é vantajosamente usada
no fabrico de formulacdes farmacéuticas ou nutracéuticas
para o tratamento ou prevencdo de uma doenca aguda ou
crbonica associada com ou causada pela adesdo e/ou captacdo

de um membro da familia da toxina da cdlera.

Estudos de resposta a dose para determinar a CEsg
de fracdes de GOS ricas em DP6 revelaram valores ECsy para
DP6 no intervalo entre 30 e 42 mg/mL. ECsy refere-se a
concentracdo de i1nibidor que compete por metade da ligacéo
especifica e &€ o mesmo que o valor CIsy. A correlacido de
valores CEsq com o conteudo de DP6 relativo sugere um valor

ECsy de cerca de 5 mg/mL para DP6.
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De acordo com 1isto, numa incorporacéo a
composicdo antiadesiva compreende pelo menos 0,5% (m/m),
preferivelmente pelo menos 0,7%, mais preferivelmente pelo
menos 1,0% de hexassacaridos de GOS. Por exemplo, a
referida composicdo é uma composicdo liquida compreendendo
pelo menos 5 mg/mL de hexassacaridos de GOS, preferivel-
mente pelo menos 7 mg/mL, mais preferivelmente pelo menos

10 mg/mL.

O uso de varios tipos de oligossacaridos como
inibidores de adesdo de patogénio a células de mamifero tem
sido previamente descrito. Por exemplo, Leach et al. (Anti-
microb Agents Chemother, 49(9) (setembro de 2005) 3842-
3846) revelaram a capacidade de uma globotriose soluvel,
monovalente, interferir com a ligacdo e colonizacdo de

Escherichia coli uropatogénico.

WO 2005/02766 revela o uso de varios oligossacéa-
ridos como inibidores de adesdo de patogénio a células de
mamifero. 0Os compostos testados incluiram GOS obtidos
comercialmente (Vivinal GOS; vGOS) e oligossacédridos pécti-
cos que foram purificados por ultrafiltracdo para remover
nitratos. Nenhum fracionamento de GOS foil realizado. vGOS
foi testado como positivo na inibicdo de adesdo duma
estirpe de E. coli VTEC (0157:H7). Nem V. cholera, nem as

suas toxinas, sdo mencionados em WO 2005/02766.

US o6 224 891 descreve o uso de um derivado
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multivalente de oligossacaridos de oa-galactose compreenden-
do a subunidade oGal (1-4)RGal como inibidor de toxinas tipo
shiga (SLT) ligando-se a células que expressam GB3
(glicolipido neutro, globotriaosilceramida Gb3 (o-D-Gal (1-
-4)3-D-Gal (1-4)B-D-Glc (1-0-ceramida) também conhecida como
CD77) na sua superficie celular. SLT é produzida por E.coli
patogénica. STARFISH é o nome dado a um inibidor oligo-
valente sintético especifico desenvolvido para bloquear a
ligacdo de SLT. E uma molécula sintética construida com
pseudo-simetria cinco vezes. O nucleo é uma molécula de
glucose funcionalizada na qual sdo enxertados espacadores e
nas pontas dos espacadores sdo colocados 2 trissacéaridos
idénticos que correspondem ao oligossacadrido reconhecido
por toxina tipo Shiga. As estruturas de oligossacéarido de
US 6 224 891 ndo sdo relacionadas com hexassacaridos de GOS
e sdo 1neficazes como antiadesivos de Ctx-Bx. Isto nao é
surpreendente considerando a diferenca estrutural entre o
recetor de SLT (ganglidésido Gb3) e o recetor de Ctx

(ganglidésido GM1) .

As composicdes compreendendo a mistura de
espécies de GOS, 1incluindo estruturas de penta e hexassa-

cdrido de GOS, sdo conhecidas na técnica.

WO 2005/00332 revela uma mistura de 20-85% m/v de
dissacaridos, 20-35% m/v de trissacéridos, 15-25% m/v de
tetrassacaridos e 10-20% m/v de pentassacaridos, e o seu
uso para a preparacdo de um medicamento para a prevencédo da

adesdo de patogénios ou toxinas a parede do intestino.
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WO 2004/052121 diz respeito a composicdes nutri-
cionais compreendendo oligossacarido de GOS e FOS para o
controlo de doenca inflamatdéria intestinal e desordens
relacionadas. Composicdes exemplares compreendem GOS tendo
2 a 6 unidades de sacarido. Uma preferéncia é indicada para
composicdes compreendendo 0-30% em massa de pentassacéa-
ridos, mais preferivelmente 2-10%, mesmo mais preferi-
velmente 7% numa base ponderal. Uma preferéncia semelhante

estd expressa em WO 2004/089115 e WO 2005/085781.

Tzortzis et al. (The Journal of Nutrition, 135
(2005) 1726-1731) avaliaram o potencial prebidtico duma
mistura de GOS compreendendo 9,9% de dissacéridos, 23,1% de
trissacaridos, 11,55% de tetrassacaridos e 10,45% de
pentassacaridos, com base na massa seca total da composicdo
em pd. A mistura inibiu fortemente a adesdo de algumas
bactérias num sistema de modelo de intestino in vitro. Este

efeito foil atribuido a fracdo de dissacérido.

Claramente, uma composicdo de acordo com a inven-
cdo em que espécies de GOS tendo um grau de polimerizacéao
de 5 ou superior, preferivelmente 6 ou superior, estéao
presentes numa quantidade de pelo menos 35% numa base
ponderal (% m/m) ndo é revelada ou sugerida na técnica. O
forte efeito inibitdério de DP5 e/ou DP6 sobre a captacdo ou
ligacdo de um membro da familia da toxina da cdlera

conforme aqui revelado tédo-pouco pode ser derivado da

técnica anterior.
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A Unica revelacdo de um oligossacéarido tendo
efeito sobre a acdo da toxina da cblera é feita por Idota
et al. (Biotech. Biochem, 59(3) (1995) 417-419, em due
3-sialil-lactose presente em quantidades significativas no
leite humano, é identificada como um inibidor de acumulacéao
de fluido induzida por toxina da cbdlera em intestinos de

coelho.

Tomada em conjunto, a presente descoberta de que
as espécies de alta massa molecular de GOS s&o capazes de
inibir a toxina da cbélera de se ligar ndo é revelada ou

sugerida na técnica anterior.

Como serd claro do anterior, uma composicdado
preferivel tem uma abundancia relativamente alta de penta
e/ou hexassacaridos de GOS. Numa incorporacdo, a invencdo
diz respeito a uma composicdo que ¢é enriquecida por
hexassacaridos de GOS. A expressado "enriquecida por" tem a
intencdo de indicar gque a composicdo foili tratada ou
processada por qualquer meio com o objetivo especifico de
aumentar a concentracdo das espécies de GOS desejadas. Isto
por ser através da concentracdo global duma composicdo e/ou
através da remocdo de estruturas que ndo sejam dos penta
e/ou hexassacaridos de GOS desejados. Por exemplo, com base
na quantidade total de estruturas de GOS individuais (e.q.
espécies de GOS com um grau de polimerizacdo distinto)
presentes na composicdo, a composicdo compreende pelo menos

7, preferivelmente pelo menos 10, mais preferivelmente pelo
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menos 15 (m/m)% de GOS tendo um grau de polimerizacdo de
seis. Numa incorporacdo, DP5-6 de GOS representam desde
cerca de 15 até cerca de 100% numa base ponderal das
estruturas de GOS totais, por exemplo 20%-100%, 25%-90%,
35%-96%, 40%-60%, 050%-75%, 25-100%, 36-100%, 40-100%, b50-

100%, 60-100%, 75-100%.

Uma composicdo tem preferivelmente uma abundancia
relativamente baixa de trissacaridos de GOS. Por exemplo,
entre a quantidade total de estruturas de GOS individuais
presentes numa composicdo, a composicgdo compreende menos do
que 10, preferivelmente menos do que 7, mais preferivelmen-
te menos do que 5% (m/m) de GOS com um grau de polime-
rizacdo trés. Numa incorporacdo, uma composicdo de GOS esté

essencialmente livre de trissacaridos de GOS.

A abundancia relativa de tetrassacaridos de GOS
numa composicdo de GOS aqui proporcionada pode ser menos do
que 50, preferivelmente menos do que 45, mals prefe-

rivelmente menos do que 40% (m/m).

Num aspeto adicional, a composicdo é essencial-
mente livre de mono e/ou dissacaridos, em particular
galactose e/ou lactose. A lactose pode ser hidrolisada para
formar glucose e galactose usando B-galactosidase. Estes
monossacaridos podem ser removidos usando cromatografia de

permuta catidnica.

Numa incorporacdo preferida, uma composicdo da
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presente invencdo compreende residuos de galactosilo
ligados em beta com um grau de polimerizacdo de seis, em
particular hexassacadridos de GOS com ligacdes B(1-4) e/ou
R(1-6). Hexassacaridos de GOS 1ligados em beta podem por
exemplo ser obtidos a partir duma mistura de GOS que é
produzida enzimaticamente a partir de lactose do soro do
leite como substrato usando B-galactosidase bacteriana. Por
exemplo, P-galactosidase de Aspergillus oryzae tem uma
atividade catalitica de transgalactosilo sobre a lactose
resultando na formacdo duma mistura de GOS compreendendo di
até octassacdridos constituidos por unidades galactosilo
ligadas em beta 1-7. Uma tal mistura é também conhecida no
campo como "transgalacto-oligossacéaridos", abreviado para

TGOS ou TOS.

Preparacdes de GOS comerciais podem ser usadas
vantajosamente para produzir uma composicdo da invencéo.
Uma fonte particularmente adequada de DP5 e/ou DP6 de GOS
para a pratica da presente invencdo é o 1ingrediente pre-
bidtico comercialmente disponivel contendo galacto-oligos-
sacadridos comercializados sob a marca registada Vivi-

nal GOS® de Friesland Foods Domo®, Holanda.

Estruturas de GOS individuais podem ser separadas
e 1isoladas a partir duma mistura de espécies de GOS por
métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, a nanofiltracéo
pode ser usada conforme descrito em A. K. Goulas et al.,
Journal of membrane science, 209(1l) (2002) 321. Numa incor-

poracdo preferida, uma mistura de GOS é fracionada usando
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cromatografia de permuta catidénica. Mais preferivelmente, o
contra-ido da resina de permuta iénica é potéssio (K').
Conforme aqui exemplificado, a resina de permuta idnica de
catido comercializada sob a marca registada UniBead UBK-530
(Mitsubishi Chemical Industries Ltd, Toéquio, Japédo) ¢é
particularmente adequada para o fracionamento duma mistura
de GOS nado tendo atividade antiadesiva de Ctx-B em fracdes

tendo atividade antiadesiva de Ctx-B.

O grau de polimerizacdo em cada uma das fracdes
pode ser determinado usando varias técnicas analiticas
conhecidas na técnica, tal como cromatografia de permuta
anidénica de alta eficiéncia com detecdo amperométrica
pulsada (HPAEC-PAD) ou espetrometria de massa dessorcdo/-
ionizacdo com laser assistida por matriz-tempo de voo

(MALDI-TOF) ou usadas em combinacédo.

Num aspeto adicional, a invencdo proporciona um
método para proporcionar uma fracdo de GOS tendo atividade
antiadesiva de Ctx-B compreendendo 0s passos de:

. disponibilizacdo duma mistura de galacto-oligossacari-
dos (GOS) com variados graus de polimerizacado;

. remocdo facultativa de lactose livre pela conversadao da
lactose 1livre da mistura de GOS em monossacaridos
(glucose e galactose);

. aplicacdo da referida mistura de GOS (livre de
lactose) a resina de permuta catidnica;

. eluicdo passo a passo de espécies de GOS tendo um grau

crescente de polimerizacdo usando uma fase mbovel de
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dgua e recolhendo as fracdes de eluente separadas cada
uma compreendendo espécies de GOS com um grau distinto
de polimerizacdo;

. andlise de cada fracdo de eluente ao efeito inibitdrio
sobre a ligacdo de Ctx a GM1l; e

. selecdo de uma ou mais fracdes capazes de inibir Ctx

de se ligar a GM1.

A resina de permuta catidnica é preferivelmente
Unibead UBK-530 ou um seu equivalente funcional, mais

preferivelmente na forma potéassica.

EP1352967 reporta um método para a preparacdo de
GOS ©pela mistura de galactose com uma galactosidase,
resultando na formacdo de GOS, usando uma resina de permuta
catiénica para separar a mistura em trés fracdes dife-
rentes. Contudo, em contraste com o método da presente
invencdo, ela ndo envolve a eluicdo/fracionamento passo a
passo duma mistura de GOS nas fracdes individuais contendo
espécies de GOS tendo um grau de polimerizacdo crescente.
Além disso, o método da EP1852967 ¢é planeado para a
separacdo e concentracdo de GOS da lactose, e todas as

espécies de GOS eluem na segunda fracéo.

De acordo com a invencdo, o efeito inibitério
sobre a ligacdo de Ctx é prontamente determinado usando
métodos conhecidas na técnica, por exemplo GMl-competitivo-
ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzima (GM1-ELISA) usando

Ctx acoplada a peroxidase de réabano silvestre (Ctx-HRP).
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Preferivelmente, a ou as fracdes selecionadas sédo capazes
de inibir pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo menos
70%, ainda mais preferivelmente pelo menos 80%, Ccomo
90-99,9%, da ligacdo de Ctx a GM1 observada na auséncia da

referida fracdo ou fracdes.

E também revelada uma fracdo antiadesiva de GOS
obtenivel pelo método acima descrito. Facultativamente, a
fracdo de GOS obtida pode ser ainda concentrada e/ou
purificada, por exemplo para aumentar a concentracdo de
estruturas de GOS antiadesivas de Ctx, tal como hexas-
sacaridos de GOS. Por exemplo, fermento de padeiro pode ser

usado para este propdsito.

O passo de disponibilizacdo de uma mistura de
galacto-oligossacaridos (GOS) com grau de polimerizacéo
variado por exemplo compreende a sujeicdo de permeato de
soro do leite ou lactose a transgalactosidacdo enzimatica

usando B-galactosidase.

Alternativamente, a referida mistura de galacto-
-oligossacédridos (GOS) com graus de polimerizacdo variados
compreende uma mistura comercial de GOS, por exemplo o
xarope de GOS comercializado sob a marca registada Vivinal

GOS.

Uma composicdo da invencdo pode existir ou
compreender a fracdo de GOS com propriedades antiadesivas

de Ctx obtenivelis pelo método acima descrito.
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Uma composicdo da invencdo pode além do mais
compreender outras componentes benéficas, incluindo oligos-
sacdridos ndo digeriveis diferentes de GOS. Tem sido mos-
trado que oligossacéaridos sialilados (S0OS) nédo digeriveis
de grau alimentar sdo capazes de inibir a ligacdo da toxina
da cblera ao seu recetor. Numa incorporacdo, a 1invencéo
proporciona uma composicdo compreendendo penta e/ou hexas-
sacaridos de GOS, compreendendo além do mais SOS de grau
alimentar. (Oligossacédridos sialilados ndo digeriveis)-SOS
podem ser isolados de fontes naturais, e.g. de gema de ovo
ou produto laticinio. A mistura sialil-oligossacéarido
comercialmente disponivel Sunsial E® de gema de ovo de
galinha pode ser usada, a qual contém cerca de 17% de S0OS e

cerca de 68% de proteina.

Numa incorporacdo, a composicdo compreende SO0S
derivado de 1leite, em particular 1leite bovino. Cinco
sialiloligossacaridos foram identificados no leite bovino,
dos quais 6'-sialil-lactosamina e 3'-sialil-lactose foram
0os mais abundantes (S. Martin-Sosa et al., J. Dairy Sci.,

86 (2003) 52-59).

E notado que as estruturas de SOS s&o signi-
ficativamente diferentes das espécies de GOS aqui iden-

tificadas como sendo anti-adesivos de Ctx ativos.

E também proporcionado o uso de penta e/ou hexas-

sacaridos de GOS, ou de uma fracdo de GOS obtenivel pelo
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método aqui descrito acima para o fabrico de uma composicéo
nutricional ou farmacéutica para a prevencdo ou tratamento
de doenca aguda ou crdnica causada por toxina da cbdlera
(Ctx) e/ou enterotoxina termoldbil, em particular doencas

diarreicas.

E também revelado o uso de penta e/ou hexassa-
cadridos de GOS, ou de uma fracdo de GOS obtenivel pelo
método aqui descrito acima, para uma inibicdo in vitro da
ligacdo do membro da familia da toxina da cblera, em parti-

cular a sua subunidade pentamérica B, ao seu recetor GMI.

O medicamento, composicdo nutricional ou farma-
céutica da invencédo pode facultativamente compreender agen-
te de suporte farmacéutico aceitéavel. Além disso, de acordo
com a 1invencdo é proporcionada uma preparacdoc farmacéutica
combinada para uso simultidneo, separado ou sequencial para
a 1inibicdo da adesdo de patogénio a células de mamifero,
e.g. para o controlo, e.g. tratamento, prevencadao ou melho-
ria de desordens entéricas associadas a bactérias agudas ou
crbnicas num mamifero gque sdo dependentes da captacédo

mediada por GM1 de toxinas bacterianas.

As composicdes da invencdo facultativamente com-
preendem aditivos alimentares convencionais, tais como
qualquer um de entre emulsionantes, estabilizantes, ado-
cantes, aromatizantes, agentes de coloracdo, conservantes,

agentes quelantes, agentes osméticos, tampdes ou agentes
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para ajustamento do pH, acidulantes, espessantes, textu-

rizantes, e assim por diante.

As composicdes farmacéuticas e suplementos
dietéticos podem ser proporcionados na forma de gel mole,
saquetas, pdbds, =xaropes, suspensdes liquidas, emulsdes e
solucdes em formas de dosagem convenientes. Em cépsulas
moles o0s ingredientes ativos séo preferivelmente dissolvi-
dos ou suspensos em ligquidos adequados, tais como 6&leos
gordos, Oleo de parafina ou polietilenoglicois 1ligquidos.

Podem ser facultativamente adicionados estabilizadores.

A quantidade de penta/hexassacdrido de GOS ou
fracdo de GOS ativa incorporada nas composicdes da invencao
pode depender da forma das composicdes da invencdo, e.g. um
p6 ou uma composicdo pronta para consumo. As quantidades de
penta e/ou hexassacidrido de GOS compreendidas em compo-
sicdes de acordo com a invencdo estdo no intervalo de 2-
100% numa base ponderal, por exemplo, desde cerca de 5 até
cerca de 95% numa base ponderal, e.g. desde cerca de 15 até
cerca de 90% numa base ponderal, com base no massa total da

composicéo.

A quantidade e regime de dosagem das composicdes
da 1invencdo a serem administradas ¢é determinada a luz de
varios fatores relevantes incluindo o propdsito e maneira
de administracdo, idade, sexo, massa corporal e saude e
condicdo globais do sujeito individual e da severidade dos

sintomas do individuo. Quando a composicdo de acordo com a
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invencdo é fornecida na forma de uma comida ou bebida, o
tamanho adequado da quantidade servida de hexassacdrido de
GOS pode ser desde cerca de 1 mg até cerca de 20 g,
preferivelmente desde cerca de 10 mg até cerca de 10 g,
mais preferivelmente desde cerca de 10 mg até cerca de 1 g.
E proporcionada numa forma farmacéutica e as doses diarias
adequadas dos GOS antiadesivos de Ctx da invencdo sdo até
cerca de 250 mg, preferivelmente até cerca de 150 mg, mais
preferivelmente até cerca de 100 mg, e otimamente no

intervalo de cerca de 1 mg até cerca de 100 mg.

As formas de suplemento farmacéuticas ou dieté-
ticas podem ser feitas por procedimentos de composicédo
convencionais conhecidos na técnica farmacéutica, quer
dizer, por mistura das substéancias ativas em conjunto com
agentes de suporte e/ou excipientes farmaceuticamente
aceitédveis ediveis, e.g. agentes de enchimento tais como
celulose, lactose, sacarose, manitol, sorbitol e fosfatos
de cédlcio, e ligantes, tais Ccomo amido, gelatina,
tragacanta, metilcelulose e/ou polivinilpirrolidona (PVP).
Aditivos facultativos incluem lubrificantes e condicionado-
res de fluxo, e.g. &cido silicico, didéxido de silicio,
talco, &cido estedrico, estearatos de magnésio/cédlcio, di-
luentes de polietilenoglicol (PEG), agentes de desinte-
gracdo, e.g. amido, carboximetilamido, PVP de ligacdo cru-
zada, &gar, éacido alginico e alginatos, agentes de colo-
racdo, agentes de aromatizacdo e agentes de fusdo. Corantes
ou pigmentos podem ser adicionados aos revestimentos de

comprimidos ou drageias, por exemplo para propdsitos de
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identificacéo ou para indicar diferentes doses de

ingrediente ativo.

Facultativamente, as composicdes de acordo com a
invencdo podem ser nutricionalmente completas, isto é podem
incluir vitaminas, minerais, elementos-traco Dbem como
fontes de azoto, hidrato de carbono e &cido gordo de
maneira que elas podem ser usados como a Unica fonte de
nutricdo fornecendo essencialmente todas as quantidades
diariamente requeridas de vitaminas, minerais, hidratos de
carbono, &cidos gordos, proteinas e semelhantes. De acordo
com 1isto, as composicdes da invencdo podem ser pPropor-
cionadas na forma de uma refeicdo completa nutricionalmente
equilibrada, e.g. adequada para alimentacdo oral ou por

tubo.

Alternativamente, as composicdes da invencéo
podem ser proporcionadas como parte duma refeicdo, isto é
um suplemento nutricional, e.g. na forma de uma bebida para
a saude. Pode ser desejavel proporcionar uma composicdo da
invencdo na forma de um substituto de refeicdo baixo em
calorias ou outro produto nutricional. Neste caso o
substituto de refeicdo ou outro produto nutricional &
preferivelmente baixo em gordura, isto é menos do que cerca
de 10% de gordura ou substancialmente livre de gordura,
isto é menos do que cerca de 2,5% contribuido por gordura,
tal como cerca de 2% de gordura, com base no conteudo
caldébrico total da composicdo. Adequadamente, uma gquantidade

servida Unica de um substituto de refeicdo baixo em
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calorias terd um valor caldrico de menos do que cerca de
1000 cal, e preferivelmente entre cerca de 200 cal e cerca

de 500 cal.

As composicdes da invencdo, e.g. produto nutrici-
onal baixo em calorias adequado, podem incluir bebida sem
dlcool, tal como sumo, bebida macia ou a base de soja, ou
dispersa em alimentos de qualquer tipo, tal como, barras
lacteas, sopas, cereais de pequeno almoco, muesli, rebu-
cados, tabletes, bolinhos, biscoitos, produtos para barrar
o pé&do, férmulas infantis, férmulas pré-infantis, alimentos
de desmame, confeitos, doces, biscoitos bem torrados, tal
como biscoitos de arroz e produtos lacteos, tal como batido

de leite, bebida de iogurte, leite fermentado.

As composicdes da invencdo facultativamente com-
preendem aditivos alimentares convencionais, tais como
qualquer um de entre emulsionantes, estabilizantes, ado-
cantes, aromatizantes, agentes de coloracédo, conservantes,
agentes quelantes, agentes osméticos, tampdes ou agentes
para ajustamento do pH, acidulantes, espessantes, textu-

rizantes, e assim por diante.

Num aspeto adicional da invencédo é revelado o uso
duma fracdo de GOS ou duma composicdo da 1nvencdo como

aditivo alimentar.

Os formatos de produto adequados de acordo com a

presente invencdo incluem solucdo, composicdo pronta para
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consumo, e.g. composicdes prontas para beber, bebida ins-
tantdnea, comestiveis 1liquidos, como bebidas ndo alcod-
licas, sumo, bebidas desportivas, bebidas de leite, batidos
de leite, bebidas de iogurte ou sopa. Numa incorporacéo
adicional da invencédo, as composicdes da presente invencédo
pode ser fabricadas e vendidas na forma de um concentrado,
um pd, ou dgranulos, e.g. granulos efervescentes, os guais
sdo diluidos com &agua ou outro liquido, tal como leite ou
sumo de fruta, para produzir a composicdo pronta para
consumo, e.g. composicdes prontas para beber ou bebida

instantéanea.

Uma composicdo da invencdo pode estar em qualquer
forma adequada para administracdo humana, e em particular
para administracdo em qualgquer parte do trato gastroin-
testinal. A administracdo entérica das composicdes da
invencdo, e preferivelmente administracdo oral, e adminis-
tracdo através dum tubo ou cateter, estdo cobertas pela

presente invencéo.

As composicdes da invencdo podem ser adminis-
tradas sob a supervisdao de um especialista médico, ou podem

ser autoadministradas.

Uma composicdo farmacéutica ou nutricional ou uma
comida ou bebida incorporando penta/hexassacarido de GOS de
acordo com a 1invencdo podem ser seguramente consumidas por
qualquer um. Elas sdo especialmente recomendadas para

qualquer um percebido como estando em risco de doencas,
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condicdes e sintomas relacionadas com toxinas da familia da
toxina da cdlera, por exemplo individuos imunocomprometidos

e/ou malnutridos.

A invencdo também pertence a um método de
tratamento e/ou prevencdo duma doenca associada com ou
causada pela captacdo de um membro da familia da toxina da
cblera, e.g. Ctx ou LT, num mamifero, incluindo humano, com
necessidade de um tal tratamento, compreendendo a adminis-
tracdo ao referido mamifero de uma quantidade eficaz de
penta/hexassacadrido de GOS ou fracdo ativa de GOS de acordo
com a invencdo. Conforme aqui usado, o termo "um gquantidade
eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz para alcancar um
efeito terapéutico desejado, tal como o tratamento e/ou
prevencdo de sintomas agudos associados com acdo da toxina,

em particular acumulacdo de fluido nos intestinos.

Num outro aspeto, é proporcionado um método para
a 1inibicdo adesdo da toxina da cblera a células de
mamifero, e.g. ao intestino ou células de mamifero epite-

liais intestinais.

Numa incorporacdo adicional, a presente invencéao
diz respeito a um processo para a producdo das composicdes
da invencdo, em gue um tal processo compreende a mistura
intima dos componentes da composicdo da invencdo com exci-
pientes farmaceuticamente ou nutricionalmente aceitéveis.

Tals processos sdo bem conhecidos dum perito na técnica.
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A utilidade de toda a composicdo da presente
invencdo pode ser observada em testes clinicos padrao em,
por exemplo, 1indicacdes conforme descrito aqui acima, por
exemplo usando um ou mais fracdes de GOS antiadesivas de
Ctx da invencdo, num intervalo desde cerca de 1 g a 15 g,
e.g. cerca de 10 g, para um mamifero, e em modelos animais
padrdo. O alivio de sintomas caracterizando desordens
entéricas associadas com a toxina da cblera agudas ou
crbnicas proporcionado pelas composicdes pode ser observado
em testes de animal padrdo por exemplo usando o modelo de
cblera experimental na ansa intestinal de coelho (Leitch et

al., J Infect Dis., 117(3) (Jun 1967) 197-202).

LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Correlacdo entre o numero da fracao de
GOS purificada por permuta catidénica e a abundéncia
relativa de tri, tetra, penta e hexassacdridos de GOS
(indicadas como DP3, DP4, DPs e DPg, respetivamente).

Para detalhes experimentails ver Exemplo 1.

Figura 2: Inibicdo da fracdo 2 de GOS de Ctx-HRP
n==6. P = 0,000 indica que a interacdo entre fracédo 2
de GOS e Ctx-HRP ligada a GM1l neste ELISA é altamente
significativa. ANOVA calculada a partir de wvalores
transformados (log) de Ctx-HRP ligada. Para detalhes

experimentais ver Exemplo 2.
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Figura 3: Resposta a dose de fracdo 2 de GOS.
n=6. r’>= 0,925 global indica uma resposta sigmoidal
fortemente ajustada. As diferencas entre valores
log CEsq¢ e CEsg foram verificadas como nédo sendo

significativamente diferentes (P = 0,9411) e por

conseguinte a hipdtese nula ndo foi rejeitada.

Figura 4: Atividade inibitéria das fracdes 1 - 15
de GOS na ligacdo de Ctx-HRP a GM1l. Ver Figura 1 para
conteldo de espécies de GOS de cada fracdo. Painel A:
100 mg-mL ' versus inibicdo de Ctx-HRP 10 ng-mL .
n=6. O valor grande de r? indica que 73,56% da
variacdo é causada por diferencas na composicdo das
espécies entre as fracdes de GOS. Painel B: Fracdes de
GOsS 1 - 15 100 mg-mﬂ1 versus 1inibicdo de Ctx-HRP
20 ng'mL*. n = 6. O valor grande de r? indica que

74,14% da variacdo é <causada por diferencas na

composicdo das espécies entre as fracgdes de GOS

Figura 5: Correlacdo entre a dose de DP6 e a
inibicdo de Ctx-HRP. n = 6. P = 0,2748 indica que néao
existe diferenca estatistica entre cada uma das curvas
de resposta a dose sigmoidais ajustadas. Além disso as
concentracdes de Ctx-HRP ndoc afetam a eficacia de DP6.
Os valores de DP6 foram transformados a escala log.

R? = 0,8516 e CEsq = 5,10% de DP6
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EXEMPLOS

ExEmMPIO 1:

Purificacdo e caraterizacdo de galacto-oligossacaridos
(GOS) de "grau alimentar" usando cromatografia de permuta

catidénica e HILIC-ESI-MS

Galacto-oligossacaridos produzidos enzimaticamen-
te derivados de soro do leite, consistem de di até heptas-
sacadridos constituidos por 1-7 unidades de galactose
ligadas a uma molécula de glucose no termo da reducdo. Esta
mistura complexa de GOS é um exemplo dum produto comercial
contendo oligossacédridos promotores de salde ndo digeriveis
e aclUcares de baixa massa molecular, o0s dguais meramente
aumentam o valor caldérico do produto. Este exemplo descreve
0o uso de resina permutadora catidénica na forma de sdédio
para remover cromatograficamente a glucose e galactose numa
escala semipreparativa. As fracdes de oligossacéarido resul-
tantes foram caraterizadas com sucesso e feito o seu perfil
usando cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC) aco-

plada a espetrometria de massa por electrospray (ESI-MS).

1. Materiais e métodos
1.1. Quimicos

Todas as solugdes foram preparadas usando &gua
MilliQ ultrapura. A mistura galacto-oligossacérida comer-

cial Vivinal GOS® usada tinha uma composicdo tipica de: 73%

-1

m/m de matéria seca da qual 57% m/m*® era de galacto-

o 1

oligossacaridos; 23% m/m* de lactose anidra; 19% m/m*' de
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glucose anidra e 0,9% m/m*

de galactose (Friesland Foods
Domo, Zwolle, Holanda). Os padrdes para a geracao da curva
padrdo de HPLC foram mono-hidrato de D-(+)-glucose e B-lac-
tose de grau analitico, comprados em Sigma-Aldrich Company
Ltd. (Gillingham, Dorset, RU). MeOH de grau HPLC e H,0
foram comprados em Rathburns Chemical Co., (Peebleshire,
Escdécia), NH4AC em BDH (VWR International, Poole, RU).
Malto-heptanose, malto-hexanose, maltopentanose, maltote-
traose, rafinose, lactose e glucose foram comprados em
Sigma-Aldrich (Gillingham, Dorset, RU). Pdbs de GOS fra-
cionados foram produzidos com resina permutadora catidnica
UBK-530 (Mitsubishi Chemical Corporation, Tédquio, Japédo). A
escada de Homopolimero de Glucose (GHP) rotulada com 2-AB
(2-aminobenzamida) foi comprada em Ludger Ltd (Abingdon,
Oxfordshire, RU). Inicialmente todos os oligossacéaridos

foram dissolvidos em H,O até 10 mg-mL ', e em seguida ainda

diluidos antes da injecéo.

1.2. Hidrélise de lactose de Vivinal GOS® com

B-galactosidase;

A remocdo de lactose de Vivinal GOS foi realizada
para melhorar a separacao entre glucose e galactose e
trissacadridos-heptassacdridos. Na reacdo, a lactose &
hidrolisada para formar glucose e galactose. Estes monos-
sacdridos sdo retidos com afinidade mais alta na permuta
catiénica. Para este fim, Vivinal GOS® foil pré-tratado com
a preparacdao de [(-galactosidase Maxilact® L5000 antes da

purificacdo por permuta catidnica. Inicialmente, solucao
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30% m/m' de Vivinal GOS® foi preparada e ajustada até pH
6,5 usando hidréxido de sbdédio 1 M. Apds aguecimento até
40°C, 0,9 g de Maxilact foram adicionados a Vivinal GOS® e
incubou-se durante 4 horas. Depois de tratamento, o pH da
solucdo foi ajustado a 4,5 e aqgueceu-se para desativar a
lactase durante 10 minutos a 100°C. A enzima precipitada
foli removida por centrifugacdo a 19 000 rpm durante 60
minutos. A solucdo Vivinal GOS resultante livre de lactose

foi usada em experimentos de permuta catidnica.

1.3. Purificacao por cromatografia de permuta

catidénica em escala preparativa de Vivinal GOS®

A técnica é adaptada de Matsumoto et al. (Method
for producing galactooligosaccharides, E. P. Office,
Editor, 1987). Brevemente, a resina na forma Na Unibead
UBK-530 foi selecionada (Mitsubishi Chemical Industries
Ltd, Tégquio, Japdo). 2000 mLh de resina UBK-530 foram
hidratados e os finos removidos de acordo com as instrucdes
dos fabricantes. Depois disso, a resina foi tratada com
solucdo 1 M de KC1 durante 12 horas num banho de &agua em

agitacdo a 20°C de maneira a trocar o ido Na' pelo ido K.

A coluna era composta por vidro de borossilicato
com um diédmetro interno de 0,05 m e comprimento 1 m. Esta
coluna de vidro estava rodeada por uma camisa termostato de
plastico acrilico (coluna Pharmacia XK-50/100, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, RU). Tubagem de Teflon

adicional foi envolvida a roda da coluna para atuar como
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permutador de calor. A coluna foil aquecida com um banho de
dgua de circulacdo Haake Model FE (Haake, RU). As amostras
foram bombadas através da resina usando um mdédulo de 3
pistdes 1livre de pulsacdo (Model C-601, Buchi, Flawil,
Suica). Os hidratos de carbono separados das colunas foram
detetados usando um refratdmetro diferencial, Gilson modelo
132 detetor RI (Anachem, Bedfordshire, RU), o gqual foi

purgado com eluente no inicio de cada experimento.

Antes do carregamento da amostra, todo o equipa-
mento incluindo resina de permuta idnica, coluna, Vivi-
nal GOS® e Agua usada para eluicdo foi aquecido até 55°C ao
longo de um periodo de 60 minutos para assegurar O
equilibrio. Um total de 1800 mL dos 2000 mL de resina
UBK-530 foi carregado na coluna. Agua inicialmente
desmineralizada foi bombada a 1 mL-min ' aumentando gra-
dualmente até um fluxo final de 15 mL-min ' de maneira a
evitar o choque de pressdo na resina. Todo o eluente foi
desgaseado usando hélio antes do uso. A segulr ao pré-
-tratamento com Maxilact L5000, 150 mL de solucdo 30% m/m*
de Vivinal GOS® livre de lactose foram injetados na coluna
a 15 mL-min ‘. Concentracdes mals altas do que esta
produziram desordem no padrdo de separacdo. O volume vazio
desta coluna foi de 675 mL ou 45 minutos antes do hidrato
de carbono comecar a eluir. Os hidratos de carbono
separados contendo eluente foram recolhidos em cada minuto
em fracdes até nenhum hidrato de carbono ser detetado pelo
detetor RI (Model 2128 Fraction Collector, Bio-Rad,

Hertfordshire, RU).
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1.4. Determinacgio por cromatografia de permuta
anidénica de alta eficiéncia da pureza de Vivinal
GOS usando cromatografia de permuta catidnica em

escala preparativa

As fracdes recolhidas durante a cromatografia de
permuta idénica foram analisadas usando cromatografia de
permuta anidnica de alta eficiéncia com detecdo ampero-
métrica pulsada (HPAEC-PAD) (Dionex corp., CA, USA) seguin-
do o protocolo desenvolvido para galacto-oligossacéridos
por de Slegte et al. ("Determination of trans-Galacto-
oligosacharides in Selected Food Products by Ion Exchange
Chromatography: Collaborative Study" in Journal of AOAC
International, 85 Parte 2 (2002) 417-423). Brevemente, foi
usada uma coluna de resina de permuta 1dénica pelicular
CarboPac PA-1 250 x 4 mm de diédmetro interno guarda coluna
de particulas de etilvinilbenzeno sulfonado-divinilbenzeno.
A fase mével foil um gradiente de (A) NaOH 12,5 mM, (B) NaOH
125 mM e (C) NaOH 125 mM com acetato de sdédio 500 mM. O
gradiente do eluente para a anédlise foil realizado conforme
previamente reportado por de Slegte et al.. 20 uL de cada
amostra foram injetados e analisados a temperatura ambiente

com uma velocidade de fluxo de 1 ml-min * .

1.5. Cromatografia de interag¢do hidrofilica (HILIC)

ZIC®-HILIC, Coluna PEEK, 150 x 2,1 mm 5 pm foi

selecionada por causa da "sangria" da fase estacionaria da
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coluna se ter mostrado particularmente baixa (SeQuant AB,
Umea, Suécia). A fase estaciondria de ZIC®-HILIC zwitte-
riénica esta ligada a silica porosa. A separacdo é con-
seguida por um mecanismo de particdo hidrofilica super-
imposto sobre interacdes electrostéticas fracas. 0s outros
pardmetros de analise foram: volume de injecdo de 1 ulL,
detecdo UV em 214 nm e tempo de Jjato de 31 min. Uma das
fracdes de GOS foi analisada a 20, 30, 40, 50 e 60°C. Todos
os outros jatos cromatograficos foram a 60°C. Foi usado
metanol em vez de acetonitrilo porque fol ©possivel
dissolver as fracdes de GOS em concentracdes mais altas de
MeOH:H,O do que ACN:H,0. Os hidratos de carbono de injecéo
em 100% de HyO nédo permitiram ao solvente a reparticdo na
fase estaciondria e consequentemente a amostra eluiu como
um tampdo sem separacdo. A fase mdével era composta por MeOH
95%-NH4,AC 5 mM em H,O. Experimentos de gradiente variaram o
tempo no qual uma concentracao de MeOH : H,0O 50:50
programando as bombas de dgradiente. 0O baixo conteudo de
adgua de 5% foi usado para manter hidratacdo adequada e
melhorar as interacdes electrostaticas entre a fase
estaciondria e movel. O sistema de HPLC Agilent 1100
consistiu de uma bomba capilar da série Agilent 1100 com um
desgaseador online (Agilent, Stockport, RU), um detetor de
UV, autoamostrador, e guarda de permuta catidénica Dionex CS
14 (4 mm x 50 mm). As velocidades de fluxo variaram desde
100 até 200 pLemin? e 214 nm foi monitorizado com o

detetor de UV.
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1.6. Espetrometria de massa de ionizacao por

eletropulverizagao para analisar ag¢lcares

A descricdo da ionizacdo e detecdo incluindo
pardmetros de operacdo especificos sdo descritos de acordo
com instrucdes dos fabricantes modificadas (instrumento
Bruker Daltonics microTOF, Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha) .

2. Resultados
2.1. GOS fracionado por permuta catidnica

O método de permuta catidnica fol modificado a
partir de Matsumoto et al. [12] a seguir a comunicacdes
pessoais com J. de Slegte em Royal Friesland Foods.

2t foram testados

Previamente, os contraides Na’, K e Ca
para determinar quais davam a separacdo de GOS mais limpa
de lactose, galactose e glucose. A forma potédssio da resina
UBK-530 deu os melhores resultados com vista a separacado de
Vivinal GOS® e foi ©por conseguinte escolhida para
experimentos posteriores (dados ndo publicados). HPAEC-PAD
foi usado em cada fracdo de 1 minuto para determinar a
composicéo em oligossacaridos. As fracdes iniciais
continham altas concentracdes de GOS. Houve um desvio na
composicdo desde galacto-oligossacdridos de alta massa
molecular até glucose e galactose com cada fracido sucessiva
recolhida da coluna IEX. A resina UBK-530 revelou excelente
resisténcia a compressido, o0s acucares foram também eluidos
sem solvente orgadnico e a coluna ndo requereu equilibracéo
entre injecdes, por conseguinte, foi conseguida purificacéo

semicontinua.
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2.2. Anilise e comparagcao entre as fragdes de GOS

numeros 1-15

Usando uma coluna aquecida até 60°C+0,5°C, uma
velocidade de fluxo de 200 pL-min? e gradiente de MeOH
95%-NH,AC 5 mM em &agua até MeOH 50%-NH4AC 5 mM em &gua em
25 minutos resolveram-se parcialmente a composicdo das
fracdes 1-15 de GOS. Usando as carateristicas de integracéo
do software no software de DataAnalysis v3.2, fol possivel
integrar a 4&rea sob cada um dos grupos de aclucares

identificados como DP; seguido por DPy4, DPs, DPg e DPj.

Pela integracdo dos cromatogramas idénicos extrai-
dos de cada acucar foil possivel calcular um valor da
abundancia para os di, tri, tetra, penta, hexa e heptas-
sacadridos em cada fracdo. Contudo, foli mostrado que os
oligossacaridos ndo ionizam com a mesma eficiéncia na fonte
(D. J. Harvey, Rapid communications Iin mass spectrometry:
RCM, 7(7) (1993) 614) e assim a expressdao dos dados na
forma de abundéncia relativa ¢é préatica comum em espetro-
metria de massa (Lamari, et al., J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci, 793(1l) (2003) 15-36). Se acucares
individuais falharem em ionizar com igual eficiéncia ou
antes o0s hexassacaridos (DP6) 1onizarem fracamente, a
abundancia de ionizacdo relativa em percentagem reduz este
efeito gquando se fazem comparacdes entre fracdes. Por
exemplo se a abundéncia total de todos os adutos de hidrato

de carbono na fracdo X ¢é adicionada e as percentagens
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calculadas para cada DP, a abundédncia de DP individual
(todo o DP3 por exemplo) é posta em gradfico relativamente a
todos os 1ides formados. A Figura 1 é uma representacéo
grafica da abundéncia relativa de tri, tetra, penta e
hexassacadridos contra o numero da fracdo. A regressao
linear entre o nuUmero da fracdo e a abundédncia de DPg d& um
coeficiente de correlacdo de 0,958, indicando gque existe
uma forte relacido entre estas 2 varidveis. A probabilidade
de obtencdo de um valor r calculado maior do que 0,9 com
replicados maior do gque 10 quando 2 variaveis nédo estéo
relacionadas é <0,001. A abundéncia de DP5 estd também
inversamente relacionada com o nuUmero da fracdo com um

coeficiente de 0,720.

ExXEMPIO 2:

Inibigdo Por Galacto-oligossacaridos Sobre a Ligac¢do da

Toxina da Cdlera ao Seu Recetor

Neste Exemplo a capacidade de fracdes de galacto-
-oligossacarido obtidas no Exemplo 1 de inibirem a ligacéo
da toxina da cblera a GM1 é medida usando ELISA competi-
tivo. A biocatividade ou valores CEsy, sdo para serem corre-
lacionados com a informacdo estrutural dos experimentos de
HILIC-ESI-MS do Exemplo 1 para elucidar quais as estruturas
de GOS sado as mals eficientes na inibicdo da ligacdo de Ctx
a recetores naturais GM1l. O recetor natural GM1 foi usado
como um acucar modelo visto que tem sido mostrado ter a

maior eficédcia para a toxina da cblera.
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1. Materiais e métodos
1.1 Quimicos

De grau analitico, mono-hidrato de D-(+)-Glucose,
B-Lactose, monosialoganglidésido-GM1 isolado de cérebro de
bovino, TWEEN® 20, albumina de soro bovino (BSA),
3,3",5,5"-tetrametilbenzidina (TMB) , dimetilsulfoéoxido
(DMSO) e &cido sulfurico (H;S04) foram todos comprados em
Sigma Aldrich (Gillingham, Dorset, RU). Salina tamponada
por fosfato (PBS) foi comprada em Oxoid Ltd (Basingstoke,
Hamps, RU) em forma de comprimido e correspondia a
formulacdo original de Dulbecco e Vogt (1954) excepto que
sdo omitidos calcio e magnésio. Cada comprimido foi diluido
em &agua destilada seguindo as instrucdes do fabricante. A
subunidade B da toxina de Vibrio cholerae conjugada a
peroxidase de rabano silvestre fol importada por e comprada
em Quadratech Ltd, Surrey, RU (fabricada por List
Biologicals, CA, EUA). Os galacto-oligossacadridos foram um
obséquio de Friesland Foods Domo (Zwolle, Holanda) e
purificados e fracionados usando cromatografia de permuta
catidénica antes do uso. Todas as solucdes foram preparadas

usando agua MilliQ ultrapura.

1.2 ELISA de ligagdo a GM1l Inibitério

Placas de microtitulacdo (F96 Maxisorp; Fisher
Scientific, Loughborough, RU) foram incubadas a temperatura
ambiente durante a noite com 100 plL de ganglidésido GM1
500 ng-mL ' dissolvidos por cavidade em salina tamponada

por fosfato (pH 7,2) contendo NaCl 160 mM e fosfato de
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potéssio 29 mM (PBS). O ganglidésido ndo ligado foi removido
por lavagem das cavidades trés vezes com PBS contendo Tween
20 0,1%. Sitios de 1ligacdo adicionais na superficie da
placa foram Dbloqueados por incubacdo das cavidades com
200 pL de uma solucdo 2% (m/v) de albumina de soro bovino
(BSA)-PBS durante a noite a temperatura ambiente e em

seguida lavadas com Tween 20 0,1%-PBS trés vezes.

As solucdes de teste foram preparadas em BSA
0,1%-PBS; cada uma consistiu de 5, 10 e 15 ng/mL de conju-
gado Ctx-B5 - peroxidase de rabano silvestre, pré-incubados
com inibidores potenciais durante 2 h a temperatura ambi-
ente. Depoils da adicdo de 200 pL de cada solucdo de teste,
as placas foram incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente. A toxina ndo ligada foi removida lavando trés
vezes com Tween 20 0,1%-PBS. Os passos seguintes em seguida
revelaram a toxina ligada a GMl: (1) incubacdoc com 100 pL
de solucgédo de TMB feita recentemente (1 mg de TMB em 500 pL
de DMSO, 50 mL de tampdo de citrato de potéassio 0,1 M e
5 pnL. de perdxido de hidrogénio 30%) durante 15 min a
temperatura ambiente. TMB é um substituto ndo carcinogénico
para benzidina e foli usado como substrato de peroxidase. O
substrato produziu um produto final soluvel que era de cor
azul palida e lido espetrofotometricamente (Genios, Tecan
UK Ltd, Thatcham, RU) apbds paragem com H,SO, 2 M (resul-

tando numa cor amarela) em 450 nm.

Todos o0s experimentos foram realizados em quadru-

plicado e validados contra uma curva padrdo de 0, 0,97,
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1,95, 3,90, 7,81, 15,62, 31,25 e 62,5 ng'mL - de conjugado
toxina-peroxidase. Uma solucdo de estoque de Ctx-HRP
30 ng-mLﬂ’foi preparada e usada em toda a extensdo de cada
placa como um controlo para medir a deriva do coeficiente
de variacdo ou absorvadncia intraensaio e estabilidade de
ensailo. Leituras de absorvancia ndo conhecidas e subse-
quentes valores CEsg foram calculados a partir da curva pa-
dr&do e comparados com software Prism versdo 4.0 (GraphPad®
Software Inc, CA, EUA). ANOVA foi calculada usando Minitab®

versdo 14 (Mintab Ltd, Coventry, RU).

A média estatistica de cada conjunto de leituras
de absorvéncia foi usada para calcular a concentracdo de
cblera que ndo foli inibida e consequentemente capaz de se
ligar ao GM1 imobilizado a superficie. Leituras de absor-
vancia mais altas foram indicativas de maiores concen-
tracdes de cbdblera nado inibida e/ou desempenho de inibidor
pobre. As barras de erro refletem o erro padrédo da média da
Ctx-HRP nado inibida atual nos diferentes dias dos expe-

rimentos replicados.

2. Resultados

2.1 1Inibicdo por fragdes de GOS da ligacao de Ctrx-

HRP a GM1-ELISA

A Figura 2 mostra uma representacdo da interacéo
entre a concentracdo de Ctx-HRP ligada e a dose de numero
de fracdo 2 de GOS em cada uma das diferentes concentracdes

de Ctx-HRP. A fracdo de GOS numero 2 foili escolhida como um
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exemplo, ainda d9que niveis similares de 1inibicdo sejam
tipicamente observados para as fracdes 1-9 com uma reducdo
visual na resposta colorimétrica em todas as 3 concen-
tracdes de Ctx-HRP com pelo menos 12,5 mg-mL'1 de acucar.
As barras de erro mailores em baixas concentracdes de GOS
sdo causadas por inibicdo parcial entre replicados e/ou
fraca afinidade em baixas concentracdes. Além disso, ANOVA
de dois fatores entre a concentracdo de Ctx-HRP ligada e a
dose da fracdo 2 de GOS e a dose de Ctx-HRP confirma que a
dose de GOS afeta a inibicdo (P<0,001). Em aditamento, a

estatistica descritiva R?* (n?

ou eta quadrado) representa a
fracdo da variédncia global atribuivel a diferencas entre
'dose de Ctx-HRP' e 'dose de GOS' médias. R? de 98,43%
significa que uma fracdo grande da variacdo é devida ao
tratamento que define um grupo (isto ¢é, <concentracéo
crescente) e ainda reforca a relacdo entre as concentracdes
de Ctx-HRP ligada e da fracdo 2 de GOS. Um valor F grande
significa que a variacdo entre valores médios de 'dose de
GOS' e 'Ctx-HRP ligada' é mais do que seria observado por

acaso, suportando ainda o conceito de que a 'dose de GOS'

afeta Ctx-HRP ligada.

As concentracdes médias de Ctx-HRP ligada em
todos os experimentos da fracdo 2 de GOS sem qualquer
inibidor foram 4,25, 8,31 e 21,90 ng-mL'1 e nao 5, 10 e
20 ng-mL’1 como calculado. Contudo, estas variacdes estédo
dentro dos limites dos coeficientes 1intra e interensaio
(ndo mostrado). Além disso, houve também diferencas menores

nos valores de inibidor zero entre fracdes, por conseguinte



PE2076271 - 44 -

de maneira a fazer comparacdes entre fracdes o valor CEgg
foi calculado e comparado entre curvas. Foil usado software
Prism® v4 (GraphPad Software, Inc, CA, EUA) para trans-
formar a concentracdo de Ctx-HRP de ng-mL*l para percen-
tagem de 1nibicdo e normalizar valores inibidores numa
escala log. Prism® ajustou a curva de resposta a dose
sigmoidal ou logistica de trés parémetros (Figura 3). A
normalizacdo por este caminho estende o eixo dos yy verti-
calmente desde 0 até 100% por definicdo; por conseguinte a
precisdo dos valores minimo e madximo foil essencial. Prism
também comparou as curvas de resposta a dose em cada
concentracdo de Ctx-HRP e encontrou que os valores ECsg néo
foram estatisticamente diferentes (P=0,9411, F, 0,061).
Isto indica que a fracdo 2 de GOS efetivamente inibiu Ctx-
HRP com igual eficécia, sem consideracdo da gquantidade de
Ctx-HRP conforme mostrado na Figura 3. Esta situacdo é
provavelmente para alterar se a concentracdo de Ctx-HRP foi
aumentada acima de 20 ng-mLﬂu Inversamente, este ensaio
estd constrangido pela linearidade da curva padrao do
substrato de peroxidase e a observacdo de que metade da
ligacdo maxima é estimada ser 15 ng-mL* ou 0,153 nM [34].
A CEsg foi calculada como 30,77 mg-mL&, com a curva

sigmoidal estreitamente ajustada com R® de 0,9253.

Entre as fracdes 1-10, o wvalor CE;y variou mini-
mamente, em particular comparar os valores CEsg de
30,77 mg-mL’1 da fracdo 2 de GOS e 42,19 mg-mLf1 da fracédo 8
de GOS. Os valores CEsy de Ctx-HRP ndo puderam ser obtidos

para as fracdes 9-15 porque ou a inibicdo total ndo foi
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observada ou a curva de resposta a dose sigmoidal foi
fracamente ajustada. Por conseguinte, de maneira a comparar
a eficécia entre fracdes, a inibicdo méxima com fracdo de
GOS 100 mg-mL* foi escolhida. De modo interessante, as
fracdes de GOS numeros 11-15 produziram representacdes
graficas com maiores barras de erro padrao, contudo, isto é
provavelmente causado por ligacdo ndo especifica ou
afinidade mais fraca para Ctx-HRP. Apesar desta observacéo,
a analise ANOVA de um fator entre a inibicdo de Ctx-HRP
10 ng-mL % (0,102 nM) e cada fracdo de GOS revela existir
uma diferenca estatistica entre fracdes com P<0,0001
(Figura 4A). As fracdes 1-8 inibem entre 91,84% e 89,05% da
Ctx-HRP, respetivamente. Comparando esta percentagem de
inibicdo com a concentracdo atual de Ctx-HRP ligada quando
incubada com 100 mg-mL_l de GOS fr. 2, o valor ¢é Dbaixo
(0,621 ng-mL{) com limites de confianca de 95% de 0,374-
0,868 ng-mLﬂ. Além disso, a 100 mg-mIJ1 had 95% de certeza
que a fracdo 2 de IEX inibird entre 95,67% e 89,95% da Ctx-

HRP, 95% do tempo.

A Figura 4B de modo semelhante compara a inibicéo
de Ctx-HRP 20 ng-mL* (0,204 nM) e cada fracdo de GOS a
100 mg'mL ‘. Os valores inibitérios foram de novo expressos
relativamente a Ctx-HRP ligada com inibidor 0 mg-mL ‘. As
fracdes de GOS 1-7 proporcionam um minimo de 92% de
inibicdo, enquanto as fracdes 10-15 inibem menos do que 66%
de Ctx-HRP com desvio padrdo mais alto entre replicados.

Como antes, a anédlise ANOVA de um fator entre inibicdo de

Ctx-HRP 20 ng-mL’1 e cada fracdo de GOS revela existir uma
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diferenca estatistica entre fracbes com P<0,0001. A
diferenca médxima na inibicdo entre diferentes concentracdes
de Ctx-HRP é pequena em comparacdo com o efeito observado
entre fracdes de GOS. Usando cromatografia de permuta
catiénica, a diferenca entre o perfil das espécies de GOS
de cada fracdo foi elucidada. HILIC-ESI-MS mediu dire-
tamente as diferencas entre graus de polimerizacdo em cada
fracdo e mostrou que as concentracdes de DPg e DPs diminuem
com o numero de fracdo sucessivo, enquanto as concentracdes
de DP;3; e DP, aumentam. Usando modelos matemdticos e técni-
cas estatisticas, a correlacdo entre mudancas na massa e

eficécia bioldbgica foi investigada.

2.2 Comparagao entre a inibig¢do de Ctx-HRP por fra-

¢des de GOS e composigcao de GOS

A Figura 1 mostra a mudanca no perfil de GOS
entre cada fracdo separada usando cromatografia de permuta
catiénica conforme descrito no Exemplo 1. Visto que a
abundancia de DPs pareceu correlacionar-se estreitamente
com a atividade antiadesiva da Ctx-B, a média de Ctx-HRP
ligada foi representada em grafico contra a abundancia
relativa de DP6 de GOS (hexassacadridos) em cada fracéo
(Figura 5). A correlacdo seguiu uma relacdo de decaimento
exponencial; além disso, expressando a concentracdo de DPg
em escala log (grafico semi-log) resulta num diagrama de
dispersdo de pontos sigmoidal. O software Prism foi em
seguida usado para normalizar os dados em termos de

inibicdo de Ctx-HRP e ajustar a curva de resposta a dose
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sigmoidal para calcular valores CEsg para cada concentracéo
de Ctx-HRP. Como antes, CEsy refere-se a uma concentracéo
de inibidor que compete por metade da ligacdo especifica e
é tem o valor da CIsg. O intervalo de confianca de 95% para
cada vwvalor ECsy das curvas sobrepde-se e além disso néo
existe estatisticamente diferenca entre valores log CEgp.
Os valores CEsy foram calculados sendo 4,40, 5,11 e 6,25%
de abundéncia relativa de DPs, com um numero calculado
global de 5,1%. Esta semelhanca confirmou ainda dque a
eficdcia de GOS é semelhante através das concentracdes da
Ctx-HRP usadas. Mais importante, a atividade bioldgica de
cada fracdo de GOS foi medida numa concentracdo de
100 mg'mL * e por conseguinte a principal diferenca entre
cada fracdo ¢é a abundancia relativa de acucar e por

conseguinte da composicéo.

3. Conclusao

As fracdes de GOS 1-8 revelam niveis consis-
tentemente altos de inibicdo contra a toxina da cdélera no
ensaio ELISA. Os perfis de espécies de GOS de cada fracéo
de GOS provenientes de HILIC-ESI-MS foram correlacionados
contra a concentracdo de Ctx ligada em ELISA e revelaram
estruturas de DP6 como os ligandos mais provavelmente
inibitérios com valor R? global de 0,925. O Exemplo 1 acima
mostra que a abundédncia de DP6 diminuil de uma maneira passo
a passo com cada fracdo desde 23% na fracdo 1 de GOS até 9%
na fracdo 10 de GOS e 0% na fracdo 16 de GOS. Também, a

abundancia de DP5 parece correlacionar-se com a atividade
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inibitéria. Um aumento simultdneo em DP; e DP; foi
observado, 1ndicativo dum desvio das fracdes contendo
predominantemente DP¢-DPy para as contendo DP,-DP3. As
concentracdes da fracdo de GOS global alta pode ser
importante de maneira a manter uma concentracdo de DPg
suficientemente alta para 1inibir completamente Ctx-HRP.
Isto pode explicar porque é que GOS ndo fracionado néo
inibe qualquer Ctx (fracdo 0 de GOS; Figuras 4A e B). Por
conseguinte, o proéprio fracionamento tem eficdcia aumentada
pela concentracdo de espécies de GOS particulares, isto é
penta e hexassacdridos de GOS que sdo de outra maneira

diluidos na formulacdo comercial de GOS.

Lisboa, 15 de Novembro de 2011
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REIVINDICACOES

1. Uma composicdo compreendendo galacto-oligos-
sacaridos (GOS), em que espécies de GOS tendo um grau de
polimerizacdo de 5 ou superior, preferivelmente 6 ou
superior, estdo presentes numa quantidade de pelo menos 35%
numa base ponderal (% m/m), com base na massa seca total de
todas as espécies de GOS presentes na composicdo, e em que
o conteldo em penta e/ou hexassacaridos de GOS & 2-100%

numa base ponderal com base no massa total da composicéo.

2. A composicdo de acordo com a reivindicacéo
1, compreendendo espécies de GOS compreendendo residuos de
galactosilo ligados em B, em particular ligacdes R(1-4)

e/ou B(1-6).

3. A composicdo de acordo com a reivindicacado 1
ou 2, em qgque todas as espécies de GOS presentes na
composicdo fazem até pelo menos 50% m/m, preferivelmente
pelo menos 60% m/m, mais preferivelmente pelo menos 70% m/m

com base na massa seca da composicéao.

4. A composicdo de acordo com qualguer uma das
reivindicacbes 1 até 3, compreendendo GOS tendo um grau de
polimerizacdo de 5 numa guantidade de pelo menos 40% m/m

com base na massa seca da composicéao.

5. A composicdo de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes precedentes, compreendendo GOS tendo um grau
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de polimerizacdo de 6 ou superior numa quantidade de pelo

menos 10% m/m, com base na massa seca da composicéo.

6. A composicéo compreendendo galacto-
oligossacaridos (GOS), em que as espécies de GOS tendo um
grau de polimerizacdo de 5 ou superior estdo presentes em
excesso relativamente a espécies de GOS tendo um grau de
polimerizacdo de menos do que 5, com base na massa seca das

referidas espécies de GOS na composicdo, e em dque O

contetido em penta e/ou hexassacdridos dos GOS é 2-100% numa

base ponderal com base no massa total da composicéo.

7. A composicdo de acordo com qualgquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, em gque a referida composicdo é essen-
cialmente livre de mono e/ou dissacéridos, em particular de

galactose e/ou de glucose e/ou de lactose.

8. A composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacées 1 a 7, compreendendo pelo menos 15% m/m de
espécies de GOS tendo um grau de polimerizacdo de 6 com
base na massa seca total de todas as espécies de GOS

presentes na composicéo.

9. A composicdo de acordo com qualguer uma das
reivindicacbes 1 a 8, compreendendo ainda oligossacaridos
sialilados (SOS) nado digeriveis de grau alimentar, prefe-
rivelmente SOS derivados de leite tal como 3'-sialil-

-lactose.

10. A composicdo de acordo com gualguer uma das
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reivindicacdes precedentes, sendo uma comida ou uma bebida
compreendendo cerca de 1 mg até cerca de 20 g de hexas-

sacarido de GOS por quantidade servida.

11. Um método para a preparacdo duma fracdo de
GOS capaz de inibir a ligacdo da toxina da cbdlera (Ctx) a

GM1, compreendendo o referido método os passos de:

. disponibilizacdo duma mistura de galacto-oligossa-

caridos (GOS) tendo variados graus de polimerizacédo;

. remocdo facultativa de lactose 1livre da referida

mistura de GOS;

. aplicacdo da referida mistura de GOS (livre de

lactose) a uma resina de permuta catidnica;

. eluicdo passo a passo dos GOS com aumento do grau de
polimerizacdo usando uma fase mdével de agua e

recolhendo as fracdes de eluente separadas;

. andlise de cada fracdo de eluente ao efeito inibitdério

sobre a ligacdo de Ctx a GM1l; e

. selecdo de uma ou mais fracdes capazes de inibir a

ligacdo de Ctx a GM1.

12. O método de acordo com a reivindicacdo 11,
em que a producdo da referida mistura de GOS com graus de
polimerizacdo variados compreende a sujeicdo do permeado
soro do leite ou lactose a transgalactosidacdo enzimatica

usando B-galactosidase.

13. Método de acordo com a reivindicacdo 11 ou
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12, em que a referida mistura de GOS tendo dgraus de
polimerizacdo variados compreende uma mistura comercial de
GOS, preferivelmente a mistura de GOS comercializada sob a

marca registada Vivinal GOS®.

14. Uso duma composicdo de acordo com dgualquer
uma das reivindicacdes 1 a 10 para o fabrico de uma
composicédo nutricional ou farmacéutica para o tratamento ou
prevencdo de uma doenca aguda ou crdnica associada com ou
causada pela adesdo e/ou captacdo de um membro da familia

da toxina da cdlera.

15. Uso de acordo com a reivindicacédo 14 para o
fabrico de uma composicdo nutricional ou farmacéutica para
a prevencdo ou tratamento de doenca aguda ou crdédnica
causada por um membro da familia da toxina da célera, em

particular doencas diarreicas.

16. Uso de acordo com a reivindicacdo 14 ou 15,
em que o referido membro da familia da toxina da cbdlera é a
toxina da cblera de V. cholerae (Ctx-B) ou enterotoxina

termolédbil (LT-B) de E. coli enterotoxigénico (ETEC).

17. Uso de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 14 a 16, em que a dose diadria de penta e/ou

hexassacarido de GOS é até cerca de 250 mg.

Lisboa, 15 de Novembro de 2011
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Grafico de intervalos de CT ligada vs Dose GOS Fr.2, Dose CT
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Curva de Resposta & Dose da fragiio 2.de GOS8
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CT-HRP 10 ng-mL" vs fragbes de GOS 100 mg-mL™
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CT-HRP 20 ng-mL" vs fracdes de GOS 100 mg-mL"
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Resposta a Dose entre abundancia de DP6 e inibicio de CT-HRP
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Figura 5
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