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Relatorio Descritivo da Patente de Invencéo para "USO DE
POLIDEXTROSE COMO PREBIOTICO EM UMA FORMULA
INFANTIL".

ANTECEDENTES DA INVENCAQO

(1) Campo da Invencao

[001] A presente invencgao refere-se ao uso de polidextrose para
estimular os atributos funcionais de oligossacarideos do leite humano
em criangas pequenas.

(2) Descricéo da técnica Relacionada

[002] A microflora do intestino infantii é rapidamente
estabelecida nas primeiras poucas semanas apds o nascimento. A
natureza desta colonizagdo intestinal é inicialmente determinada
pela exposi¢cdo preliminar a fontes ambientais de microbios bem
como a saude da crianga pequena. O fato da crianca pequena ser
alimentada no peito ou alimentada com férmula também tem uma
forte influéncia sobre a populagcdo bacteriana intestinal.

[003] Na crianga pequena alimentada no peito, por exemplo,
Bifidobacterium spp. domina entre as bactérias intestinais, com
Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. como contribuintes menos
comuns. Em contraste, a microflora de criangas pequenas
alimentadas com férmula é mais diversa, contendo Bifidobacterium
spp. e Bacteroides spp. bem como as espécies mais patogénicas,
Staphylococcus, Escherichia coli e Clostridia. As espécies variadas
de Bifidobacterium nas fezes de criangcas pequenas alimentadas no
peito e alimentadas com formula diferem também.

[004] Bifidobacteria sao geralmente consideradas bactérias
‘benéficas” e protegem, como se sabe, contra a colonizacdo por
bactérias patogénicas. Isto provavelmente ocorre através de
competicao por receptores de superficies de células, competicido por

nutrientes essenciais, producdo de agentes antimicrobianos, e
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produgao de compostos inibidores como acidos graxos de cadeia curta
(SCFA) que podem, diminuir o pH fecal e inibir as bactérias
potencialmente  patogénicas.  Bifidobacterium também  estdo
associadas com resisténcia a infecgado do trato gastrointestinal (Gl) e
respiratorio bem como uma funcdo imune melhorada em criangas e
criangas pequenas. Assim, a promocao de um ambiente intestinal em
que Bifidobacterium dominam tornar-se um objetivo no
desenvolvimento de formulagdes nutricionais para criangas pequenas
alimentadas com férmula.

[005] O leite humano (LH) contém varios fatores que podem
contribuir para o crescimento e populacido de Bifidobacterium na
microflora intestinal de criangas pequenas. Dentre estes fatores esta
uma mistura complexa de mais do que 130 oligossacarideos diferentes
que alcangam niveis tao elevados quanto 8-12 g/l em leite transicional
e maduro. Kunz, et al., Oligossacarides in Human Milk: Structure,
Functional, and Metabolic Aspects, Ann. Rev. Nutr. 20: 699-722
(2000). Estes oligossacarideos sao resistentes a digestdo enzimatica
no trato gastrointestinal superior e alcangcam o célon intacto, onde
servem como substratos para a fermentag&o coldnica.

[006] Acredita-se que os oligossacarideos de LH elicitam um
aumento no numero de Bifidobacterium na flora colénica, junto com
uma redugdo no numero de bactérias potencialmente patogénicas.
Kunz, et al., Oligossacarideos in Human Milk: Structure, Functional,
and Metabolic Aspects, Ann. Rev. Nutr. 20: 699-722 (2000); Newburg,
Do the Binding Properties of Oligossacarideos in Milk Protect Human
Infants from Gastrointestinal Bacteria?, J. Nutr. 217:5980-S984 (1997).
Um modo em que os oligossacarideos de LH podem aumentar o
numero de Bifidobacterium e reduzir o numero de bactérias
potencialmente patogénicas é agindo como receptores competitivos e

inibindo a ligacéo de patdgenos a superficie das células. Rivero-Urgell,
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et al., Oligossacarideos: Application in Infant Food, Early Hum. Dev.
65(S):43-52 (2001).

[007] Além de reduzir o numero de bactérias patogénicas e
promover a populacédo de bifidobactérias, quando os oligossacarideos
de LH s&o fermentados, eles produzem SCFAs como acidos acético,
propidnico e butirico. Acredita-se que estes SCFAs contribuem para o
teor caldrico, servem como uma fonte de energia principal para o
epitélio intestinal, estimulam a absor¢ao de sodio e agua no célon, e
melhoram a digestdo e absor¢ao no intestino delgado. Além disso,
acredita-se que SCFAs contribuem para a saude gastrointestinal global
modulando o desenvolvimento gastrointestinal e fungédo imune.

[008] A fermentacgao de oligossacarideos de LH também reduz as
concentragbes de amodnia, amina e fenol nas fezes, que estdo
implicados como os principais componentes de odor das fezes.
Cummings & Macfarlane, The Control and Consequences of Bacterial
Fermentation in the Human Colon, J. Appl. Bacteriol. 70:443-459
(1991); Miner & Hazen, Ammonia and Amines: Components of Swine-
Building Odor ASAE 12:772-774 (1969); Spoelstra, Origin of
Objectionable Components in Piggery Wastes and the Possibility of
Applying Indicator Components for Studying Odour Development,
Agric. Environ. 5:241-260 (1980); O’Neill & Phillips, A Review of the
Control of Odor Nuisance from Livestock Buildings: Part 3. Properties
of the Odorous Substances which have been Identified in Livestock
Wastes or in the Air Around them J. Agric. Eng. Res. 53:23-50 (1992).
[009] Como um resultado dos oligossacarideos presentes do LH,
o perfil de SCFA de uma crianga pequena alimentada no peito é muito
diferente do de uma criangca pequena alimentada com férmula. Por
exemplo, criangas pequenas alimentadas no peito ndo produzem
virtualmente butirato, com acetato compreendendo aproximadamente
96% da producédo de SCFA total. Lifschitz, et al., Characterization of
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Carbohydrate Fermentation in Feces of Formula-Fed and Breast-Fed
Infants, Pediatr. Res. 27:165-169 (1990); Siigur, et al., Faecal Short-
Chain Fatty Acids in Breast-Fed and Bottle-Fed Infants. Acta. Paediatr.
82:536-538 (1993); Edwards, et al., Faecal Short-Chain Fatty Acids in
Breast-Fed and Formula-Fed Babies, Acta. Paediatr. 72:459-462
(1994); Parrett & Edwards, In Vitro Fermentation of Carbohydrates by
Breast Fed and Formula Fed Infants, Arch. Dis. Child 76:249-253
(1997). Em contraste, apesar de criangas pequenas alimentadas com
féormula terem acetato (74%) como o SCFA principal nas fezes, elas
tém quantidades consideraveis de propionato (23%) e quantidades
pequenas de butirato (3%) presentes também. Estas diferencas entre
os perfis de SCFA de criangas pequenas alimentadas no peito e
criangas pequenas alimentadas com férmula podem afetar a energia,
digestao ou saude global da crianga pequena alimentada com férmula.
[0010] Devido ao leite de vaca e férmulas infantis comercialmente
disponiveis que sdo baseadas em leite de vaca proverem somente
quantidades de traco de oligossacarideos, pré-bidticos sé&o
frequentemente usados para suplementar a dieta de criangas
pequenas alimentadas com formula. Os pré-bidticos sdo definidos
como ‘“ingredientes alimenticios n&do digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento
e/ou atividade de um ou um numero limitado de bactérias no célon que
podem melhorar a saude do hospedeiro”. Gibson, G.R. & Roberfroid,
M.B., Dietary Modulation of the Human Colonic Microbiota-Introducing
the Concept of Probiotics, J. Nutr. 125:1401-1412 (1995). Pré-bidticos
comuns incluem fruto-oligossacarideo, gluco-oligossacarideo, galacto-
oligossacarideo, isomalto-oligossacarideo, xilo-oligossacarideo e
lactulose.

[0011] A incorporacdo de varios ingredientes preé-bidticos em

féormulas infantis foi descrita. Por exemplo, o pedido de Patente US
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20030072865 para Bindels, et al. descreve uma féormula infantil com
um teor de proteina melhorado e pelo menos um pré-biético. O
componente pré-bidtico pode ser lacto-N-tetaose, lacto-N-fuco-
pentaose, lactulose (LOS), lactosacarose, rafinose, galacto-
oligossacarideos (GOS), fruto-oligossacarideo (FOS), oligossacarideos
derivados de polissacarideos de soja, oligossacarideos baseados em
manose, arabio-oligossacarideos, xilo-oligossacarideos, isomalto-
oligossacarideos, glucanos, sialil oligossacarideos e fuco-
oligossacarideos.

[0012] Similarmente, o pedido de Patente US 20040191234 para
Haschke descreve um método para melhorar a resposta imune que
compreende administrar pelo menos um pré-biético. O pré-bidtico pode
ser um oligossarideo produzido de glicose, galactose, xilose, maltose,
sacarose, lactose, amido, xilano, hemicelulose, inulina, ou uma mistura
dos mesmos. O pré-bidtico pode estar presente em um cereal para
criangas pequenas.

[0013] Infelizmente, no entanto, existem muitas desvantagens na
administracdo dos pré-bidticos acima para criangas pequenas
alimentadas com formula. Embora eles possam afetar beneficamente a
populagao de probidticos no intestino, eles ndo produzem um perfil de
SCFA que ¢é similar ao de uma crianga pequena alimentada no peito.
Além disso, a fermentacdo de muitas destas substancias prebidticas
ocorre em uma taxa muito rapida, que frequentemente produz excesso
de gases, distensdo abdominal, inchago e diarréia. Assim, a escolha
de substancias prebidticas em formulas infantis deve ser feita com o
objetivo de maximizar os efeitos benéficos e minimizar os efeitos
colaterais indesejados.

[0014] Consequentemente, seria benéfico prover uma substancia
prebidtica que simulasse os atributos funcionais de oligossacarideos

do leite humano em criangas pequenas, como um aumento na
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populagdo e espécies de bactérias benéficas no intestino infantil e
producdo de um perfil de SCFA similar ao de uma crianga pequena
alimentada no peito. Além disso, a substancia prebiodtica deve ser bem
tolerada em criangas pequenas e nao deve produzir ou causar
excesso de gases, distensdo abdominal, inchago ou diarréia.
SUMARIO DA INVENCAO

[0015] Assim, resumidamente, a presente invengao é dirigida a um

novo uso de polidextrose (PDX) na fabricacdo de um medicamento
para simular os atributos funcionais dos oligossacarideos do leite
humano em uma crianca pequena alimentada com formula.

[0016] A presente invencdo também é dirigida a um novo uso de
PDX na fabricagdo de um medicamento para aumentar a populacéo e
especies de bactérias benéficas em uma crianga pequena alimentada
com formula.

[0017] Em um outro aspecto, a presente invencao é dirigida um
novo uso de PDX na fabricagcdo de um medicamento para produzir um
perfil de acido graxo de cadeia curta (SCFA) em uma crianga pequena
alimentada com férmula que € similar ao de uma crianca pequena
alimentada no peito. Especificamente, PDX pode fazer com o perfil de
SCFA tenha um nivel aumentado de acetato e um decréscimo em
butirato.

[0018] Ainda em um outro aspecto, a presente invencao é dirigida
a um novo uso de PDX na fabricagdo de um medicamento para
diminuir a taxa e extensdo de fermentacéo de preé-bidticos no intestino
de wuma crianga pequena alimentada com formula. Mais
particularmente, a invengao reduz a producao de gas total bem como a
producao de dioxido de carbono no intestino infantil.

[0019] Dentre as varias vantagens encontradas a serem obtidas
pela presente invengéo, estdo o fato de ser bem tolerado em criangas

pequenas e estimular os atributos funcionais de oligossacarideos do

Petigdio 870170093951, de 04/12/2017, pag. 9/49



7/41

leite humano em criangas pequenas, como uma populagdo aumentada
e espécies de bactérias benéficas no intestino infantil, otimizacdo das
caracteristicas das fezes e producao de um perfil de SCFA similar ao
de uma crianga alimentada no peito.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0020] Para uma compreensido mais completa da presente

invencao, referéncia agora é feita as seguintes descricoes tomadas em
conjunto com os desenhos anexos.

[0021] A figura 1 ilustra a produgcdo de SCFA total durante a
fermentacao de GOS, LOS, PDX2 e FOS.

[0022] A figura 2 ilustra trocas de pH durante a fermentacdo de
GOS, LOS, PDX2 e FOS.

[0023] A figura 3 ilustra a proporcéao relativa da producéo de acido
aceético na fermentacdo de GOS, LOS, PDX2e FOS.

[0024] A figura 4 ilustra a proporcéao relativa da producéo de acido
propidnico na fermentacao de GOS, LOS, PDX2 e FOS.

[0025] A figura 5 ilustra a proporcao da producéo de acido butirico
na fermentacao de GOS, LOS, PDX2 e FOS.

[0026] A figura 6 ilustra as proporcdes relativas da producado de
acido aceético, acido propidnico, acido butirico e SCFA total na
fermentacao de GOS, LOS, PDX2 e FOS.

[0027] A figura 7 ilustra a produgcdo de SCFA total durante a
fermentacao de varias combinagdes de carboidratos pre-bidticos.
[0028] A figura 8 ilustra as trocas em pH durante a fermentacéo de
varias combinacdes de carboidratos pré-bidticos.

[0029] A figura 9 ilustra a producdo de SCFA total durante a
fermentacgao de diferentes combinagcdes de PDX e GOS.

[0030] A figura 10 ilustra a concentragao e acido acético produzido
durante a fermentacao de diferentes combina¢des de PDX e GOS.

[0031] A figura 11 ilustra as concentracbes de acido propidnico
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produzido durante a fermentacao de diferentes combinacdes de PDX e
GOsS.

[0032] A figura 12 ilustra a concentracdo de acido butirico
produzido durante a fermentacao de diferentes combinacdes de PDX e
GOS.

[0033] A figura 13 ilustra a formacédo de gases como volume total
durante a fermentacédo de GOS, LOS, PDX2 e FOS.

[0034] A figura 14 ilustra a formagao de gases como concentragcéo
de diéxido de carbono durante a fermentagdo de GOS, LOS, PDX2 e
FOS.

[0035] A figura 15 ilustra a formagao de gases como concentragcéo
de hidrogénio durante a fermentacédo de GOS, LOS, PDX2 e FOS.
[0036] A figura 16 ilustra a formagao de gases como concentragcéo
de dissulfeto de hidrogénio durante a fermentagcdo de GOS, LOS,
PDX2 e FOS.

[0037] A figura 17 € um resumo do efeito do pré-bidtico de leite
humano, FOS, LOS, GOS, PDX e varias combinagdes dos mesmos na
microflora fecal.

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

[0038] Sera feita agora referéncia em detalhes as modalidades da
invengdo, sendo um ou mais exemplos descritos abaixo. Cada
exemplo € apresentado para fins de explicagdo da invencido, e nao
uma limitacdo da mesma. Naturalmente, sera evidente aos versados
na técnica que varias modificacbes e variacbes podem ser feitas na
presente invengcdo sem sair do escopo ou espirito da mesma. Por
exemplo, os aspectos ilustrados ou descritos como parte de uma
modalidade, podem ser usados em uma outra modalidade para dar
ainda uma outra modalidade.

[0039] Assim, pretende-se que a presente invencdo cubra estas

modificacbes e variagbes como estdo dentro do escopo das
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reivindicagbes anexas e seus equivalentes. Outros objetivos,
caracteristicas e aspectos da presente invengédo sao descritos em ou
sao Obvios a partir da seguinte descricdo detalhada. Deve ser
compreendido por um versado na técnica que a presente discussao é
uma descricdo de modalidades exemplares somente, e n&o se
pretende que limite os aspectos mais amplos da presente invencéao.
Definicdes

[0040] Como wusado aqui, o termo “pré-bidtico” significa um
ingrediente alimenticio ndo digerivel que afeta beneficamente o
hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento e/ou atividade de
um ou de um numero limitado de bactérias no colon que podem
melhorar a saude do hospedeiro.

[0041] O termo “probidtico” significa um microorganismmo com
baixa ou nhenhuma patogenicidade que exerce efeitos benéficos sobre
a saude do hospedeiro.

[0042] Como usado aqui, o termo “crianga pequena” significa um
ser humano que tem menos do que cerca de um ano de idade.

[0043] Uma “quantidade terapeuticamente eficaz”, como usado no
presente pedido, significa uma quantidade que ocasiona um efeito pré-
bidtico no individuo.

[0044] O termo “estimulando”, como usado aqui, significa tendo ou
tomando a forma ou aparéncia de ou tendo ou produzindo uma
semelhanga sintomatica.

[0045] Os termos “atributos funcionais” significam qualquer
qualidade inerente ou caracteristica que faz com que alguma coisa
ocorra. Exemplos de atributos funcionais de oligossacarideos do leite
humano na presente invengdo podem incluir o aumento da populacao
e espécies de bactérias benéficas, a producdo de um perfil de SCFA
que é elevado em acido acético e baixo em acido butirico, e a

produgdo de uma taxa baixa e extensédo baixa de fermentagao de pré-
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bidticos no intestino.

[0046] Como usado aqui, o termo “férmula infantil” significa uma
composicdo que satisfaz aos requisitos nutrientes de uma crianga
pequena ao ser um substituto para o leite humano. Nos US, o
conteudo de uma férmula infantil é ditado pelos regulamentos federais
descritos em 21 C.F.R. Se¢des 100, 106 e 107. Estes regulamentos
definem niveis de macronutrientes, vitaminas, minerais, e de outros
ingredientes em um esforgo para estimular as propriedades
nutricionais e outras do leite humano.

Invencgao

[0047] De acordo com a presente invengao, foi descoberto um
novo uso de PDX na fabricacdo de um medicamento para estimular os
atributos funcionais de oligossacarideos do leite humano em criancas
pequenas alimentadas com formula. A administragdo de PDX prové
um efeito benéfico sobre a populacdo e espécies de probidticos,
produz um perfil de SCFA que €& similar ao de criangas pequenas
alimentadas com formula e é fisicamente bem tolerado por criangas
pequenas.

[0048] PDX €& um carboidrato ndo digerivel que € sintetizado a
partir de sorbitol e glicose reticulados aleatoriamente. Ele n&o é
digerivel no trato Gl superior e € somente parcialmente fermentado no
trato Gl inferior, tornando-se um ingrediente benéfico para a saude
digestiva, Os beneficios fisiologicos de PDX incluem massa fecal
aumentada, tempo de transito reduzido, pH fecal mais baixo e
concentracdo reduzida de substaéncias putrefativas no colon. Em
adultos, a ingestdo de PDX também mostra ajudar na promogao e
crescimento de bactérias benéficas no intestino e na producdo de
SCFAs.

[0049] PDX foi identificado como uma substancia prebidtica para

adultos com base em suas fung¢des no trato Gl. Por exemplo, o pedido
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de Patente US 20040062758 para Mayra-Makinem et al, refere-se a
uma composicao que compreende um probidtico e um ou mais pré-
bidticos, onde o pré-bidtico pode ser GOS, palatinosseoligossarideo,
oligossacarideo de sodio, gentiooligossacarideo, xilooligbmeros, amido
nao degradavel, lactossacarose, LOS, Iactilol, maltitol, ou PDX.
Similarmente, o pedido de Patente US 4.859.488 para Kan refere-se a
um alimento liquido compreendendo PDX e oligossacarideos que é
utilizavel para curar constipagao.

[0050] PDX, no entanto, ndo foi identificado como um pré-bidtico
que prové os beneficios da presente invengao e pode ser administrado
a criangas pequenas. Sabe-se que a microflora intestinal de criancas
pequenas € bem menos desenvolvida do que a de um adulto. Apesar
da microflora do humano adulto consistir de mais do que 10"
microorganismos e aproximadamente 500 espécies, a microflora
intestinal de uma crianga pequena contém somente uma fragao destes
microorganismos, tanto em numero absoluto como em diversidade de
especies. Em razdo das espécies e populacdo bacterianas variarem
tdo imensamente entre o intestino de uma crianca pequena e de um
adulto, ndo pode ser assumido que uma substancia prebidtica que tem
um efeito benéfico em adultos possa também ter um efeito benéfico
em criangas pequenas.

[0051] Em adultos, a ingestdo de PDX foi demonstrada como
aumentando a produgao de acetato e butirato. Devido a butirato ndo
ser notado em niveis apreciaveis em criangas pequenas alimentadas
no peito e estar associado com efeitos nocivos se produzido em niveis
significativos no intestino infantil, PDX ndo pode geralmente ser
considerado apropriado para nutricdo de criangas pequenas com base
em seus efeitos observados no sistema Gl de adultos. Assim, foi
surpreendente e inesperado que PDX foi realmente metabolizado

primeiramente em acetato e propionato, com pequena formacido de
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butirato. Assim, PDX ndo somente tem um impacto positivo na
populagdo e espécies de bactérias benéficas no trato intestinal de
criangas pequenas, mas PDX também criou um perfil de SCFA que foi
muito similar ao de uma crianca pequena alimentada no peito e pode
ser extremamente bem tolerado por criangas pequenas.

[0052] Uma referéncia particular que refere-se a PDX no contexto
da administracdo em criangas pequenas realmente ensina o contrario
da presente invencdo. No pedido de patente U.S. 20030157146 para
Rautonen, declara-se que PDX pode estimular o sistema imunologico
de criangas pequenas. Neste pedido, no entanto, A requerente
descreve que PDX realmente diminuiu a populagdo de Bifidobacteria
no intestino infantil (Rautonen App., para. 0074). A requerente justifica
este resultado notando que “uma abundéancia de bifidobactérias pode
causar também efeitos fisiologicos menos desejaveis como doengas
bacterianas entéricas e imunossupress&o.” (Rautonen App., para.
0069).

[0053] Devido a referéncia ensinar que PDX realmente diminui a
populagdo de Bifidobacteria no intestino infantil, isto estda em um
conflito direto com o ensinamento do presente pedido. Além disso, a
referéncia ndo demonstra que PDX aumenta a producdo de acetato,
diminui a produgédo de butirato ou diminui a taxa de fermentacdo de
pré-bidticos no intestino infantil.

[0054] Na presente invencdo, uma quantidade terapeuticamente
eficaz de PDX é administrada a uma crianga pequena para o fim de
estimular os atributos funcionais de oligossacarideos do leite humano.
Uma quantidade terapeuticamente eficaz de PDX pode estar entre
cerca de 1,0 g/l e 10,0 g/I, administrada diariamente. Em uma outra
modalidade, uma quantidade terapeuticamente eficaz de PDX pode
estar entre 2,0 g/l e 8,0 g/l, administrada diariamente.

[0055] PDX esta comercialmente disponivel de uma variedade de
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fontes. Por exemplo, PDX STA-LITE ® esta disponivel em sacos de
2,27 kg de Honeyville Grain, Inc., localizado em Salt Lake City, UT.
Alternativamente, PDX Litesse® Ultra® esta comercialmente
disponivel de Danisco Sweeteners, Ltd., localizado no Reino Unido.
[0056] PDX é bem-apropriado para incorporagédo em uma férmula
infantil, uma vez que ele contém somente 1 Cal/g, quando comparado
a 4 Cal/g para pré-bidticos tipicos. Ele também é elevadamente soluvel
e de sabor neutro. Assim, sua adicdo a férmula infantil ndo pode
mudar as caracteristicas fisicas e de sabor da composigao.

[0057] A forma de administracdo de PDX na invencdo nao é
critica, contanto que uma quantidade terapeuticamente eficaz seja
administrada. Mais convenientemente, o PDX é suplementado na
férmula infantil que € entdo alimentada a uma crianca pequena.

[0058] A foérmula infantii para uso na presente invencdo é
preferivelmente nutricionalmente completa e tipicamente contém tipos
e quantidades apropriadas de lipideos, carboidratos, proteinas,
vitaminas e minerais. A quantidade de lipideos ou gordura tipicamente
pode variar de cerca de 3 a cerca de 7 g/100 kcal. A quantidade de
proteina tipicamente pode variar de cerca de 1 a cerca de 5 g/100 kcal.
A quantidade de carboidrato tipicamente pode variar de cerca de 8 a
cerca de 12 g/100 kcal. As fontes de proteina podem ser qualquer uma
usada na técnica, por exemplo, leite desnatado, proteina de soro,
caseina, proteina caseina, proteina de soja, proteina hidrolisada,
aminoacidos e outros. As fontes de carboidrato podem ser qualquer
uma usada na técnica, por exemplo, lactose, glicose, solidos de xarope
de milho, maltodextrinas, sacarose, amido, sélidos de xarope de arroz,
e outros. As fontes de lipideos podem ser qualquer uma usada na
técnica, por exemplo, 6leos vegetais como azeite de dendé, oleo de
soja, palmoleina, 6leo de coco, 6leo de triglicerideo de cadeia média,

oleo de girassol de elevado teor oléico, 6leo de cartamo de elevado
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teor oléico.

[0059] Convenientemente, a formula infantii comercialmente
disponivel pode ser usada. Por exemplo, Enfalac, Enfamil®, férmula
para prematuros Enfamil®, Enfamil® com ferro, Lactofree®,
Nutramigen®, Pregestimil®, ou ProSobee® (disponivel de Mead
Johnson & Company, Evansville, IN, U.S.A.) podem ser
suplementados com niveis apropriados de PDX e usados na pratica da
invencao.

[0060] Em uma modalidade da presente invencdo, PDX pode ser
administrado em combinagdo com um outro pré-bidtico. O pré-bidtico
selecionado pode ser qualquer pré-bidtico conhecido na técnica.
Exemplos de preé-bidticos incluem, mas ndo estdo limitados a: FOS,
inulina, gluco-oligossacarideo, GOS, isomalto-oligossacarideo, xilo-
oligossacarideo, oligossacarideos de soja, quito-oligossacarideo,
gentio-oligossacarideo, manno-oligossacarideo, LOS, lactossacarose,
rafinose, aribino-oligossacarideo, glucanos, sialil-oligossacarideo e
fuco-oligossacarideo.

[0061] Em uma modalidade particular da presente invengao, PDX
€ administrado em combinagcdo com GOS. GOS €& uma mistura de
oligossacarideos consistindo em D-glicose e D-galactose. Algumas
vezes e referido como trans-galacto-oligossacarideo. Ele é produzido
de D-lactose por B-galactosidase, que pode ser obtida a partir de
Aspergillus orizae. Sugere-se que GOS aumenta a absorg¢ao de calcio
e previne a perda 6ssea em adultos. GOS ¢ identificado como um pré-
bidético que € utilizavel para administragdo a criangas pequenas no
pedido de patente U.S. 20030072865 para Bindels, et al.

[0062] Nesta modalidade, PDX e GOS podem ser administrados
em uma relagdo de PDX:GOS de entre cerca de 9:1 e 1:9. Em uma
outra modalidade, a relacédo de PDX:GOS pode estar entre cerca de

5:1 e 1:5. Ainda em uma outra modalidade, a relacdo de PDX:GOS
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pode estar entre cerca de 1:3 e 3:1. Em uma modalidade particular, a
relagdo de PDX:GOS pode ser cerca de 5:5. Em uma outra
modalidade particular, a relagcdo de PDX para GOS pode ser cerca de
8:2.

[0063] Uma quantidade terapeuticamente eficaz da combinacao de
PDX:GOS pode estar entre cerca de 1,0 g/l e 10,0 g/l, administrada
diariamente. Em uma outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz da combinacdo de PDX:GOS pode estar entre
cerca de 2,0 g/l e 8,0 g/l, administrada diariamente. Em uma
modalidade particular, uma quantidade terapeuticamente eficaz da
combinacao de PDX:GOS pode ser cerca de 2 g/l de PDX e 2 g/l de
GOS, administrada diariamente.

[0064] Em uma outra modalidade especifica da presente invengéo,
PDX ¢é administrado em combinagdo com LOS. LOS é um
dissacarideo semi-sintético formado a partir de D-galactose e D-frutose
e unido por uma ligagao B-glucosidica. Ele é resistente a hidrolise por
enzimas digestivas humanas, mas € fermentado no intestino delgado.
E elevadamente soltvel e tem um sabor doce. LOS ¢é identificado
como um pré-bidtico que é utilizavel para administracdo em criangas
pequenas no pedido de Patente US 20030072865 para Bilels et al.
LOS esta comercialmente disponivel de uma variedade de fontes.
[0065] Nesta modalidade, PDX e LOS podem ser administrados
em uma relagdo de entre cerca de 9:1 e 1:9. Em uma outra
modalidade, a relagcdo de PDX para LOS pode estar entre cerca de 5:1
e 1:5. Ainda em uma outra modalidade, a relacédo de PDX para LOS
pode estar entre cerca de 3:1 e 1:3. Em uma modalidade particular, a
relacdo de PDX para LOS pode ser cerca de 5:5. Em uma outra
modalidade particular, a relacdo de PDX para LOS pode ser cerca de
8:2.

[0066] Uma quantidade terapeuticamente eficaz da combinacao de
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PDX:LOS pode estar entre cerca de 1,0 g/l e 10,0 g/l, administrada
diariamente. Em uma outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz da combinacdo de PDX:LOS pode estar entre
cerca de 2,0 g/l e 8,0 ¢g/l, administrada diariamente. Em uma
modalidade particular, uma quantidade terapeuticamente eficaz da
combinagao de PDX:LOS pode ser cerca de 2 g/l de PDX e 2 g/l de
LOS, administrada diariamente.

[0067] Ainda em uma outra modalidade da presente invengao,
PDX é administrado em combinagdo com ambos GOS e LOS. Nesta
modalidade, a combinacdo de PDX:GOS:LOS pode ser administrada
em uma relacdo de cerca de 50:33:17. Alternativamente, a relagéo da
combinacdo de PDX: GOS:LOS pode ser cerca de 1:1:1. Em uma
modalidade particular, a relacdo de PDX:GOS:LOS pode ser cerca de
1:1,5:1.

[0068] Uma quantidade terapeuticamente eficaz da combinacao de
PDX:GOS:LOS pode estar entre cerca de 1,0 g/l e 10,0 g/,
administrada diariamente. Em uma outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz da combinagado de PDX:GOS:LOS pode estar
entre cerca de 2,0 g/l e 8,0 g/l, administrada diariamente. Em uma
outra modalidade, uma quantidade terapeuticamente eficaz da
combinagao de PDX:GOS:LOS pode ser cerca de 2 g/l de PDX, 2 g/l
de GOS e 2 g/l de LOS, administrada diariamente. Em uma
modalidade particular, uma quantidade terapeuticamente eficaz da
combinacdo de PDX:GOS:LOS pode ser cerca de 2 g/l de PDX, 1,32
g/l de GOS e 2,6 g/l de LOS, administrada diariamente. Em uma outra
modalidade, uma quantidade terapeuticamente eficaz da combinacio
de PDX:GOS:LOS pode ser cerca de 4 g/l de PDX, 2,64 g/l de GOS e
3,6 g/l de LOS, administrada diariamente.

[0069] Em uma modalidade da invengdo, PDX pode ser

combinado com um ou mais probiéticos e administrado a uma crianga
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pequena. Qualquer probidtico conhecido na técnica sera aceitavel
nesta modalidade. Em uma modalidade particular, o probidtico €&
selecionado dentre o grupo consistindo em Bifidobacterium spp. ou
Lactobacillus spp. Em uma outra modalidade, o probidtico é
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). Em uma outra modalidade, o
probidtico € Bifidobacterium lactis. Em uma modalidade especifica, o
probidtico é Bifidobacterium lactis Bb-12, disponivel de Chr. Hansen
Biosystems, localizado em Milwaukee, WI.

[0070] Em outras modalidades da presente invencdo, a féormula
infantil pode conter outros agentes ativos como acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFA). LCPUFAs apropriados
incluem, mas ndo estao limitados a, acido a-linoléico, acido y-linoléico,
acido linoléico, acido linolénico, acido eicosapentaendico (EPA), acido
araquidoénico (ARA) e docosa-hexaenoico (DHA). Em uma modalidade,
PDX é administrado em combinacdo com DHA. Em uma outra
modalidade, PDX & administrado em combinagdo com ARA. Ainda em
uma outra modalidade, PDX é administrado em combinagdo com tanto
DHA como ARA. Formula infantii comercialmente disponivel que
contéem DHA, ARA, ou uma combinagdo dos mesmos pode ser
suplementada com PDX e usada na presente invengdo. Por exemplo,
Enfamil® LIPIL®, que contém niveis eficazes de DHA e ARA, esta
comercialmente disponivel e pode ser suplementado com LGG e
utilizado na presente invencgéo.

[0071] Em uma modalidade, tanto DHA como ARA s&o
administrados em combinagcdo com PDX. Nesta modalidade, a relagéo
em peso de ARA:DHA é tipicamente de cerca de 1:3 a cerca de 9:1.
Alternativamente, esta relagcdo pode ser de cerca de 1:2 a cerca de
4:1. Ainda em uma outra alternativa, a relacdo pode ser de cerca de
2:3 a cerca de 2:1. Em uma modalidade particular, a relagdo é cerca
de 2:1.
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[0072] A quantidade eficaz de DHA em uma modalidade da
presente invengao é tipicamente de cerca de 3 mg por kg do peso
corporal por dia a cerca de 150 mg por kg do peso corporal por dia.
Em uma modalidade da invencdo, a quantidade é de cerca de 6 mg
por kg do peso corporal por dia a cerca de 100 mg por kg de peso
corporal por dia. Em outra modalidade, a quantidade € de cerca de 10
mg por kg de peso corporal por dia a cerca de 60 mg por kg de peso
corporal por dia. Em ainda outra modalidade a quantidade € de cerca
de 15 mg por kg de peso corporal por dia a cerca de 30 mg por kg de
peso corporal por dia.

[0073] A quantidade eficaz de ARA em uma modalidade da
presente invengao é tipicamente de cerca de 5 mg por kg de peso
corporal por dia a cerca de 150 mg por kg de peso corporal por dia.
Em uma modalidade desta invencdo, a quantidade varia de cerca de
10 mg por kg de peso corporal por dia a cerca de 120 mg por kg de
peso corporal por dia. Em outra modalidade, a quantidade varia de
cerca de 15 mg por kg de peso corporal por dia a cerca de 90 mg por
kg de peso corporal por dia. Em ainda outra modalidade, a quantidade
varia de cerca de 20 mg por kg de peso corporal por dia a cerca de 60
mg por kg de peso corporal por dia.

[0074] A quantidade de DHA nas foérmulas infantis para uso com a
presente invencgao tipicamente varia de cerca de 5 mg/100 kcal a cerca
de 80 mg/100 kcal. Em uma modalidade da presente invengao ela
varia de cerca de 10 mg/100 kcal a cerca de 50 mg/100 kcal; e, em
outra modalidade, de cerca de 15 mg/100 kcal a cerca de 20 mg/100
kcal. Em uma modalidade particular da presente invencdo, a
quantidade de DHA é cerca de 17 mg/100 kcal.

[0075] A quantidade de ARA nas férmulas infantis para uso com
a presente invencao tipicamente varia de cerca de 10 mg/100 kcal a

cerca de 100 mg/100 kcal. Em uma modalidade da presente invencéo,

Petigdo 870170093951, de 04/12/2017, pag. 21/49



19/41

a quantidade de ARA varia de cerca de 15 mg/100 kcal a cerca de 70
mg/100 kcal. Em outra modalidade, a quantidade de ARA varia de
cerca de 20 mg/100 kcal a cerca de 40 mg/100 kcal. Em uma
modalidade particular da presente invencédo, a quantidade de ARA é
cerca de 34 mg/100 kcal.

[0076] A férmula infantil suplementada com éleos contendo DHA e
ARA para uso com a presente invengéo pode ser feita usando técnicas
padroes conhecidas na técnica. Por exemplo, eles podem ser
adicionados a formula substituindo uma quantidade equivalente de um
oleo, como 6leo de girassol com elevado teor oléico, normalmente
presente na formula. Como um outro exemplo, os 6leos contendo DHA
e ARA podem ser adicionados a formula substituindo uma quantidade
equivalente do restante da mistura de gordura global normalmente
presente na formula sem DHA e ARA.

[0077] A fonte de DHA e ARA pode ser qualquer fonte conhecida
na técnica. Em uma modalidade da presente invengdo, as fontes de
DHA e ARA sao oleos de células unicas, como ensinado nas patentes
US. 5.374.567; 5.550.156; e 5.397.591, cujas descricdes sao aqui
incorporadas em sua totalidade por referéncia. No entanto, a presente
invengéo ndo esta limitada a somente estes 6leos. DHA e ARA podem
estar na forma natural ou refinada.

[0078] Em uma modalidade, a fonte de DHA e ARA ¢
substancialmente isenta de acido eicosapentaendico (EPA). Por
exemplo, em uma modalidade da presente invencao, a formula infantil
contém menos do que cerca de 16 mg de EPA/ 100 kcal; em uma
outra modalidade, menos do que cerca de 10 mg de EPA/ 100 kcal; e
ainda em uma outra modalidade, menos do que cerca de 5 mg
EPA/100 kcal. Uma modalidade particular contém substancialmente
nenhum EPA. Uma outra modalidade € isenta de EPA em que

quantidades tragos iguais de EPA estdo ausentes da formula.
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[0079] A férmula infantil da presente invencido pode ser preparada
usando qualquer método conhecido na técnica. Em uma modalidade, o
PDX é provido na forma em po. Ele pode ser misturado com agua e
outros ingredientes da férmula infantil em um tanque de misturacgao.
Se GOS e/ou LOS estao incluidos na formula infantil, eles podem ser
providos na forma em pd ou liquida. A mistura pode entdo ser
pasteurizada, homogeneizada e secada por pulverizagao para produzir
um pdé acabado ou enlatado e destilado para produzir um produto
liquido.

[0080] Como uma alternativa para uma administracdo da féormula
infantil, o pré-bidtico da presente invengdo pode ser administrado
como um suplemento ndo integral a alimentacdo da férmula. Por
exemplo, PDX pode ser ingerido na forma de uma pilula, comprimido,
capsula, caplet, po, liquido ou gel. Nesta modalidade, o PDX pode ser
ingerido em combinagdo com outros suplementos nutrientes, como
vitaminas, ou em combinagcdo com um suplemento LCPUFA, como
DHA ou ARA.

[0081] Em uma outra modalidade, PDX pode ser provido em uma
forma apropriada para criangas pequenas selecionada dentre o grupo
consistindo na féormula de seguimento, bebida, leite, iogurte, suco de
frutas, bebida a base de frutas, comprimido mastigavel, biscoito,
bolacha, ou uma combinacdo dos mesmos.

[0082] Na presente invencgao, a crianga pequena € alimentada com
féormula. Em uma modalidade, a crianga pequena € alimentada com
féormula desde o nascimento. Em uma outra modalidade, a crianca
pequena € alimentada no peito desde o nascimento até uma idade que
€ menor do que um ano, e € depois alimentada com férmula, quando
entdo comeca a suplementagdo com PDX.

[0083] Oligossacarideos do leite humano podem aumentar a

populagdo e espécies de bactérias benéficas no trato intestinal, ter um
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perfil de SCFA que é elevado em acetato e muito baixo em butirato, e
sao levemente fermentados, impedindo a producdo de gases em
excesso. Como sera visto nos exemplos, a administracdo de PDX,
sozinho ou em combinagdo com outros pré-bidticos, pode ser usada
para aumentar a populacio e espécies de bactérias benéficas no trato
intestinal, pode preferencialmente deslocar a producdo de SCFA para
produgcdo de mais acetato e propionato, deste modo limitando a
produgcdo de butirato, e pode diminuir a taxa de fermentagdo no
intestino de modo que a producao de gases € limitada, minimizando o
desconforto da crianga pequena. Assim, a administracdo de PDX,
sozinho ou em combinagcdo com um ou mais outros pré-bidticos, pode
simular os atributos funcionais de oligossacarideos do leite humano
em uma crianga pequena alimentada com féormula.

[0084] Os seguintes exemplos descrevem varias modalidades da
presente invencdo. Outras modalidades dentro do escopo das
presentes reivindicacdes serao evidentes a um versado na técnica a
partir da consideracdo do relatorio ou pratica da invengdo como
descrito aqui. Pretende-se que o relatério, junto com os exemplos, seja
considerado como exemplar apenas, com O escopo € espirito da
invencdo sendo indicados pelas reivindicacbes que seguem o0s
exemplos. Nos exemplos, todas as porcentagens sao dadas em uma
base em peso, salvo especificado em contrario.

Exemplo 1

[0085] Este exemplo ilustra 0 modelo de fermentacao fecal in vitro
utilizado na presente invengao. O modelo de fermentacao fecal in vitro
imita a acdo do microbiota do cdlon infantil. Durante a fermentagao,
carboidratos sdo consumidos e SCFA e gases sao produzidos. Apos
fermentacdo, uma analise do efeito dos pré-bidticos sobre as
populagdes e espécies de microorganismos presentes pode ser

realizada.
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[0086] Os carboidratos individuais que foram estudados sé&o
descritos na tabela 1.
Tabela 1: Carboidratos Individuais
GOS: Ingredientes Vivinal GOS: Deb. n°. 00026961 Borculo Domo;
recebidos em 17/09/02; pureza de 95,1%
LOS: Anidrido de Lactulose Morinaga: MLC-A(F), Lote n°. FRDL020926;
Morinaga Milk Industry Co. Ltd; recebido em 4/10/02; pureza de 97%
PDX: Sta-Lite Il PDX: Lote n°. DZ2K0351913; A.E. Staley
FOS: Fruto-oligossacarideos Raftilose P95: Lote n°. PCAB022B02;
Raffinerie Notre-Dame/Orafti SA; recebido em 6/9/02; Pureza de 95,1%
PDX2: polimero de elevado peso molecular PDX Litesse® Ultra®, max.
22 000 MW; Danisco; Lote n°. V36020l
INU: Raftiline® HP: inulina de cadeia longa DP > 23 (Lote no:
hptoh11oh1; Orafti B.V.; recebido em outubro de 2002; D.S. 96,9%,
Inulina 99.9%, Sacarose + Frutose + Glicose 0,1%).

[0087] Amostras fecais foram coletadas de criancas pequenas
saudaveis com 2,5-13 meses de idade. Cinco grupos experimentais
foram testados, usando diferentes combinacdes de carboidratos pré-
biéticos em cada grupo de fermentagdo. Doze bebés foram recrutados
para as fermentacdes dos grupos 1 e 2, 17 bebés para a fermentacéo
do grupo 3, 19 bebés para a fermentacdo do grupo 4 e 23 bebés para
a fermentacdo do grupo 5. Nos grupos 1-3, somente cinco bebés
foram capazes de doar uma amostra aceitavel. Os bebés recrutados
para a primeira fermentacao tinham 4, 4, 4,6, 6,6, 8, 8,9, 9, 9 e 10
meses de idade, para a segunda fermentacao, 3, 4, 6, 6, 6, 7, 8, 9, 10,
10, 12 e 13 meses de idade, e para a terceira fermentacéo, 2, 2,5, 3, 4,
4,4,4,5,5,5,6,6,6,9,9, 10, 10 e 11 meses de idade. As idades dos
bebés cujas amostras foram usadas na fermentacao foram grupo 1: 6,
8, 9, 9, 9 meses; grupo 2: 4, 8, 10, 12, 13 meses; e grupo 3: 2,5, 5, 6,

10, 11 meses. Na fermentacdo do grupo 4, 10 bebés (dos quais um
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bebé duas vezes) foram capazes de doar uma amostra aceitavel. Os
doadores para a fermentacédo do grupo 4 tinham 2, 2,5, 4, 5, 7, 9, 9,
10, 11 e 15 meses de idade. Para a fermentacdo do grupo 5, doze
bebés foram capazes de doar amostras, dos quais os quatro doadores
mais jovens foram selecionados. Assim, os doadores tinham 5, 6, 6,5 e
6,5 meses de idade.

[0088] A fermentacao fecal in vitro foi realizada de acordo com o
método de Karppinen, que é aqui incorporado por referéncia em sua
totalidade. Karppinen S., et al, In Vitro Fermentation of
Polysaccharides of Rye, Wheat, and Oat Brans and Inulin by Human
Faecal Bacteria, J. Sci. Food Agric. 80:1469-76 (2000).

[0089] No presente estudo, 100 mg de amostras de carboidrato
foram pesados em frascos de 50 ml e hidratados usando 2 ml de
tampao de carbonato-fosfato em pH 6,9. As amostras foram mantidas
durante a noite em condigdes anaerdbicas a 5°C até a preparagéo do
indculo. A suspensao fecal (12,5%, peso/volume) foi preparada em
condigdes estritamente anaerdobicas no mesmo tampao reunindo fezes
recentes de criancas pequenas. Oito ml da suspensao foram dosados
para as amostras do substrato e os frascos foram fechados na camara
anaerdbica dando a concentragdo de suspensdo fecal final de 10%
(peso/ volume). As amostras foram incubadas a 37°C durante 1, 2, 4, 8
ou 24 horas. As amostras da hora 0 foram preparadas similarmente
aos tubos de centrifugacdo e congeladas rapidamente usando
nitrogénio liquido. Controles fecais em branco sem carboidratos
adicionados foram inclusos em todas as experiéncias de fermentacgao.
[0090] A fermentacdo foi acabada removendo os frascos do
banho-maria e colocando os mesmos em gelo exceto antes da
medicdo dos gases, quando as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente para amostragem imediata. O volume dos gases

foi medido e a amostra de gases (5 ml) foi injetada em um frasco de
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topo nitrogenado. O frasco foi colocado em gelo apds a amostragem. A
amostra de fermentacgao foi transferida para um tubo de centrifugacao,
o pH foi medido e uma aliquota (2 ml) foi retirada da suspenséo para
analise de SCFA e congelada rapidamente com nitrogénio liquido.
Exemplo 2

[0091] Este exemplo ilustra os materiais e métodos necessarios
para determinar a eficacia de polidextrose como um pré-bidtico para
criangas pequenas alimentadas com férmula. Especificamente, este
exemplo ilustra os materiais e métodos necessarios para analisar
SCFAs e gases.

[0092] Os SCFAs foram extraidos com éter dietilico e analisados
com cromatografia de gas como descrito por Karppinen, et al., que é
aqui incorporado por referéncia em sua totalidade. Karppinen S., et al.,
In Vitro Fermentation of Polysaccharides of Rye, Wheat, and Oat Brans
and Inulin by Human Faecal Bacteria, J. Sci. Food Agric. 80:1469-76
(2000). Gases (hidrogénio, didxido de carbono, metano, dissulfeto de
hidrogénio e oxigénio como um controle de qualidade) foram
analisados isotermicamente a 30°C usando uma técnica de espacgo de
topo estatico por cromatografia de gas de acordo com Karppinen, et al.
ld.

Exemplo 3

[0093] Este exemplo ilustra o efeito de PDX sobre o perfil de SCFA
in vitro produzido por microbiota do cdlon infantil. As figuras 1 e 2
ilustram que a taxa de fermentacdo varia entre diferentes pré-bioticos.
A producado de SCFA total (uma soma de acidos acético, propidnico e
butirico) € mostrada na figura 1. Um decréscimo em pH, mostrado na
figura 2, também é uma indicacio da produgao de SCFA,

[0094] Como pode ser visto nas figuras, PDX2 é um carboidrato
lentamente fermentavel, em que FOS, GOS e LOS foram fermentados

de modo rapido e completamente. A taxa de fermentacdo de PDX2 foi
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comparavel a das fibras de cereais dietéticos. Ndo somente PDX2 foi
fermentado na taxa inicial mais lenta, mas a extensao da fermentacao
estava somente levemente acima do controle fecal em branco. Em
contraste, a taxa de fermentacdo de FOS foi tdo rapida que foi
consumida quase completamente nos primeiros pontos de tempo da
amostragem e produziu a quantidade mais elevada de SCFAs entre os
pré-bidticos testados.

[0095] Como mostrado nas figuras 3-5, a fermentacdo de PDX2
resulta na producdo mais elevada de propionato e na producdo mais
baixa de butirato apdés 24 horas. Acetato foi ainda o SCFA mais
elevado produzido durante a fermentacdo de PDX, embora a taxa
inicial foi mais baixa do que as de outros substratos. A taxa inicial da
producao de propionato de PDX2 foi similar a de outros substratos,
mas niveis mais elevados foram verificados ao término da
fermentacdo. Em contraste, a fermentagdo de FOS, GOS e LOS
mostrou concentracbes aumentadas de acetato e butirato e
concentracdo diminuida de propionato. Como um resultado, a
proporcao relativa combinada de acetato e propionato foi muito mais
elevada para PDX2 do que para FOS, LOS ou GOS. Estes resultados
também podem ser vistos na figura 6. Estes resultados demonstram
que PDX2 foi o substrato produzindo menos butirato e o unico
substrato que aumentou a proporcéao relativa de propionato.

[0096] Estes resultados estdo de acordo com um estudo in vitro
conduzido por Wang, X. & Gibson, G.R., Effects of the In Vitro
Fermentation of Oligofructose and Inulin by Bacteria Growing in the
Human Large Intestine, J. Appl. Bacteriol. 75:373-380 (1993), em que
a suspenséao fecal de doadores adultos foi usada na fermentagcao de
varios carboidratos. No entanto, a produgdo mais elevada de
propionato de PDX in vitro ndo foi mostrada in vivo em uma

experiéncia clinica com adultos chineses Jie, Z., et al., Studies on the
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Effects of Polydextrose Intake on Physiological Functions in Chinese
People, Am. J. Clin. Nutr. 72:1503-09 (2000), em que trés
concentragbes de PDX diferentes podem aumentar os niveis de
butirato e acetato, mas ndo a propor¢cédo de propionato. A producio
maior de butirato de GOS e FOS também é mostrada com ratos
associados a flora fecal humana (Djouzi, Z., et al., Compared Effects of
Three Oligosacchardies on Metabolism of Intestinal Microflora in Rats
Inoculated with a Human Faecal Flora, Br. J. Nutr. 78:313-24 (1997).
Exemplo 4

[0097] Este exemplo ilustra o efeito de combinacbes de pré-
bidticos sobre a taxa de fermentacao in vitro por microbiota do colon
infantil. Varias combinagdes de carboidratos pré-bidticos foram
selecionadas em uma tentativa para obter uma taxa desejavel de
fermentacdo microbiana in vitro. Neste exemplo, as combinacdes de
substratos foram comparadas para sua taxa de fermentacao (producao
de SCFA total) e trocas em pH, mostradas nas figuras 7-8.

[0098] A adicdo de PDX a preparacao de GOS diminuiu a taxa de
fermentacdo da combinagcdo como medido pela producdo de SCFA
total (figura 7). Similarmente, a adicdo de PDX a preparagao de LOS
diminuiu a taxa de fermentacdo da combinagao. A adicdo de PDX a
LOS ou GOS também resultou em um decréscimo mais moderado em
pH, como mostrado na figura 8. Esta taxa mais lenta de acidulagdo do
teor das fezes pode levar a menor irritacdo na regido anal ou do
revestimento intestinal, aumentando a tolerancia da criangca pequena.
O decréscimo mais lento em pH por PDX é consistente com a
producdo mais lenta de SCFA e taxa de fermentagao in vitro global
comparado a GOS e LOS. Estes resultados demonstram que PDX
pode ser usado para diminuir a taxa de fermentagdo das misturas de
PDX e pré-biéticos tradicionais como GOS ou LOS.

[0099] O efeito da relacdo de PDX:GOS sobre a produgao de
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SCFA total, acetato, propionato e butirato também foi estudado (figuras
9-12). A figura 9 demonstra que a relagdo de PDX:GOS de 8:2 levou a
uma taxa mais lenta da producdo de SCFA total do que uma relacéo
PDX:GOS de 5:5. A figura 9 confirma que uma relacdo de PDX:GOS
de 8:2 produziu menos SCFA total do que uma relacdo de 5:5 ou 1:9.
Assim, estes resultados demonstram que uma quantidade mais
elevada de PDX na mistura de PDX:GOS resulta em uma taxa mais
lenta de fermentacao in vitro. A figura 10 ilustra a taxa de producéo de
acetato, a figura 11 ilustra a taxa de producao de propionato, e a figura
12 ilustra a taxa de producdo de butirato, todas com diferentes
combinagdes de PDX e GOS. Assim, estes resultados demonstram
que a adicdo de PDX a GOS também teve a tendéncia de diminuir a
taxa de producido de acetato e butirato (figuras 10 e 12), mas teve
pouco impacto sobre a taxa global e producdo de propionato final
(figura 11).

Exemplo 5

[00100] Este exemplo ilustra o efeito de PDX sobre a produgao de
gases in vitro por microbiota do colon infantil. A producdo de gases
total, medida como o volume total por frasco de fermentacéo, foi quase
igual que GOS, LOS e FOS, mostrado na figura 13. Em contraste, PDX
resulta na producéo global de gases mais baixa durante fermentacio
por microbiota bacteriano fecal de criangas pequenas. A producio
global de gases mais baixa vista em PDX também indica que ele &
fermentado mais lentamente do que os outros pré-bidticos estudados.
[00101] Além da produgao total de gases, a producao de didéxido de
carbono € uma importante medida da tolerancia de criangas pequenas
a pré-bidticos dietéticos. O principal gas produzido de todos os pré-
bidticos testados foi dioxido de carbono. Ele foi produzido em
quantidades 3 e 44-76 vezes mais elevadas do que hidrogénio ou

dissulfeto de hidrogénio, respectivamente.
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[00102] Globalmente, a producdo de dioxido de carbono foi a mais
baixa para PDX quando comparado com FOS, GOS e LOS (figura 14).
Didéxido de carbono foi o principal gas produzido durante a
fermentacdo de FOS, GOS e LOS, mostrando niveis maximos entre
320-380 wmol. Em contraste, PDX mostrou niveis muito mais baixos
de formacédo de dioxido de carbono (200 umol). A formagdo de
hidrogénio a partir de PDX por microbiota fecal de criangas pequenas
foi mais baixa (cerca de um ter¢o) do que a producao de didxido de
carbono, e consideravelmente mais baixa do que os niveis de
hidrogénio produzido de FOS, GOS e LOS (figura 15). A formacao de
dissulfeto de hidrogénio a partir de PDX foi 1:44, comparada a
formacdo de didxido de carbono e a producdo de dissulfeto de
hidrogénio maxima foi quase o mesmo nivel de concentragdo para
todos os pré-bidticos do teste (figura 16). A maior proporcao da
formacao de diéxido de carbono comparada a formagao de hidrogénio
(1000 vezes) e metano (10 vezes) também foi mostrada por Wang e
Gibson. Wang, X. & Gibson, G.R., Effects of the In Vitro Fermentation
of Oligofructose and Inulin by Bacteria Growing in the Human Large
Intestine, J. Appl. Bacteriol. 75:373-380 (1993). Uma vez que
metanogénese nado foi observada no presente estudo, dissulfeto de
hidrogénio foi formado provavelmente a partir de hidrogénio primario.
Levitt, et al., Gas Metabolism in the Large Intestine, CRC Press, Boca
Raton 131-154 (1995). E possivel que hidrogénio ndo foi detectado
devido a seu outro metabolismo em gas secundario, dissulfeto de
hidrogénio, em pontos de tempo posteriores.

Exemplo 6

[00103] Este exemplo ilustra os materiais e métodos necessarios
para determinar o efeito de PDX sobre a populacdo e espécies de
microbiota do cdlon infantil. Resumidamente, o exemplo utiliza um

modelo de intestino infantil para avaliar certos compostos pré-bidticos.
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O modelo in vitro de intestino infantil utilizado, que foi baseado em um
modelo adulto, foi compreendido de dois frascos de vidro de 100 ml,
dispostos em série para representar as regides mais proximais e
distais do célon infantil. O fluxo de alimentagao foi controlado em uma
taxa que levou em conta o tempo de passagem mais curto no intestino
da crianga pequena, como comparado a um intestino de adulto. As
diferengas in vivo do modelo em pH no colon, vaso 1 (V1) foi
controlado em pH 5,2 e vaso 2 (V2) foi controlado em pH 6,7. A
temperatura foi controlada a 37°C por um banho de agua circulante.
Os vasos de alimentacéo e cultura foram magneticamente agitados e
mantidos em uma atmosfera anaerdbica por introducdo no fluxo de
nitrogénio isento de oxigénio (15 ml/min).

[00104] Uma vez que o sistema foi inoculado com suspensao fecal
de criangas pequenas, os dois vasos fermentadores foram deixados
por até 24 horas em modo em batelada. Isto permitiu que as
populagdes bacterianas se equilibrassem em seu novo ambiente e
aumentassem de densidade. O fluxo de alimentagcdo foi entdo
retornado e o fermentador foi levado a funcionar em modo de cultura
continua durante o restante da experiéncia. A taxa de fluxo de
alimentagcdo foi controlada em 11,11 ml/h. Neste estudo, os
fermentadores funcionaram durante 12 dias, sendo 6 dias alimentados
com a férmula infantil Enfalac (Mead Johnson Nutritionals, Evansville,
IN) e outros 6 dias sendo alimentados com Enfalac e o pré-biético ou
combinagao de pré-bioticos adicionados.

[00105] Amostras de 5 ml foram entdo tomadas assepticamente de
V1 e V2 e preparadas para o procedimento de enumeragado microbiana
independente de cultura " Fluorescence In Situ Hybridisation" (FISH) e
microscopia para a identificagdo e enumeracdo de espécies
bacterianas especificas. O uso de FISH permitiu a determinacio

precisa do efeito de pré-bidticos sobre as populacdes bacterianas
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especificas nas regides proximais e distais do célon infantil.

[00106] Os pré-bidticos foram adicionados a alimentacio
individualmente ou em combinagdes, em uma concentracido total de
7,5 g/l (0,75% p/v). Os seguintes oligossacarideos foram usados:

Tabela 2. Pré-bioticos testados

Pré-biético Tipo Fabricante
Lactulose (LOS) Xarope Morinaga Milk Ind.
Co. Ltd., Japan
Galacto-oligossacarideo (GOS) | EO002 em pé Suprido por Mead
Johnson
Polidextrose (PDX) ‘Litesse Ultra’ em po Danisco
Fruto-oligossacarideo Raftilose® P95 em p6 | Orafti

[00107] Os doadores infantis foram cuidadosamente selecionados e
tinham idealmente 2-4 meses de idade, alimentados com a formula
(exclusivamente quando possivel), saudaveis e n&o estiveram sob
tratamento com antibiético recente. Uma idade minima de 2 meses foi
preferida uma vez que a microbiota do intestino infantil € estabelecida
por volta desta idade.

Tabela 3. Informacdo do Doador

Cddigo | Idade Alimentacao Ciclos de
doador fermentacao
KB 16 semanas SMA Gold F1

JS 13 semanas Cow & Gate F2

F 19 semanas SMA Gold e alimentada no peito F3

AE 9% semanas | alimentada no peito F4

AE 14 semanas alimentada no peito F5

[00108] A flora microbiana do intestino infantil para testes de
fermentacdo foi fornecida por fezes evacuadas recentemente de
criangas pequenas. Uma amostra fecal de pelo menos 3,5 g foi
geralmente requerida. A amostra fecal foi retida na fralda que,

imediatamente quando da retirada da mesma da crianga pequena, foi
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colocada pelo encarregado dos cuidados em um jarro anaerdbico com
um pacote de gas aberto anaerdbico. Isto foi coletado e processado
tdo logo quanto possivel (geralmente dentro de uma hora).

[00109] No laboratério, as fezes foram removidas da fralda e
pesadas. Uma suspensao fecal a 10% (p/v) foi preparada
homogeneizando as amostras em uma solugdo 1x PBS anoxica e
preaquecida (durante a noite no armario anaerdbico), usando um
aparelho homogeneizador "stomacher" em taxa média de 120 s.
[00110] Cada um dos vasos de fermentacao foi inoculado com 5 ml
da suspensao fecal a 10% (p/v). Uma aliquota da suspensio fecal
(amostra S) também foi tomada para analise.

[00111] Uma amostra de 375 ul da suspenséo fecal (amostra S) ou
de cada amostra do fermentador foi requerida em duplicata para
contagens bacterianas por FISH. Cada amostra foi fixada misturando
completamente em 1,125 ml de solugcdo de paraformaldeido em PBS
pH 7,2 a 4% (p/v), fria, filtrada e armazenando a 4°C durante a noite
(ou pelo menos 4 horas).

[00112] A amostra fixada foi centrifugada em 13.000 x g durante 5
minutos e o sobrenadante descartado. O pélete foi lavado duas vezes
recolocando em suspensdo em 1 ml de 1xPPS frio, filtrado, cada vez
peletizando as células por centrifugagcdo e descartando o
sobrenadante. O pélete foi finalmente recolocado em suspensao
completamente em 150 ul de PBS filtrado; 150 ul de 96% (v/v) de
etanol sdo entdo misturados também. A preparagcdo de células foi
entdo armazenada a —20°C durante pelo menos 1 h antes de outro
processamento.

[00113] Na etapa de hibridizagdo, 16 ul da preparagao de células
(realizada em temperatura ambiente) foram misturados com 200 ul de
2x tampéao de hibridizacédo (Tris-HCI 30,3 mM pH 7,2, NaCl 1,4 mM),
filtrado, preaquecido contendo 15,1 ml/ 10% (p/v) de SDS. Esta
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mistura foi aquecida na temperatura de hibridizagdo apropriada e
entdo misturada com a sonda (50 ng/ul) na relagdo de 9:1,
respectivamente). A preparacéo da hibridizagao foi entdo retornada ao
forno de hibridizagao para incubar durante a noite.

[00114] Finalmente, as preparagcdes de células hibridizadas foram
coletadas em filtros de 0,2 um para observagdo microscopica.
Dependendo da densidade das células, entre 5 ul e 100 ul da
preparagao de células foram adicionados ao tampé&o de lavagem (5-7
ml de Tris-HCI 20 mM pH 7,2, NaCl 0,9 M), filtrado, preaquecido (na
temperatura de hibridizag&o). 20 ul de DAPI (4’, 6-diamino-2-fenilindol)
também foram adicionados a mistura para colorir todas as células e
obter contagens de células totais para cada amostra. Isto foi entdo
filtrado a vacuo em um filtro de policarbonato de 0,2 m e colocado em
uma lamina de microscopio. Para minimizar o esmaecimento do
corante fluorescente, uma gota de SlowFade® (Molecular Probes) foi
colocada no filtro e coberta com uma tampa deslizante; as |aminas
foram entdo armazenadas no escuro a 4°C até serem usadas.
Bactérias etiquetadas com uma sonda fluorescente Cy3 foram
contadas usando microscopio de fluorescéncia (Leitz, Wetzlar,
Alemanha) a 550 nm; luz UV foi usada para contagem de bactérias
coloridas com DAPI. As bactérias foram contadas em pelo menos 15
campos tomados aleatoriamente e a média destes usada para estimar
o numero de ceélulas por ml da amostra original.

[00115] Para comparacgao, testes de fermentagdo foram realizados
como listado abaixo.

Tabela 4. Ciclos de Fermentacao

Ciclo de fermentagao | Substancias de Teste
F1 FOS

F2 Leite humano PDX
F3 GOS
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F4 1:1 LOS:GOS 1:1 PDX:LOS
F5 LOS 1:1 PDX:GOS
Exemplo 7

[00116] Este exemplo ilustra o efeito de PDX sobre a populacao e
espécies de bactérias no intestino infantil. No ciclo de fermentagao 1
(F1), FOS foi adicionado a alimentagao da formula e colocado em um
sistema de fermentador. FOS, que é tradicionalmente considerado
como um bom ingrediente pré-bidtico, resultou em aumentos em
Bifidobacteria e Clostridia e diminuicdbes em Lactobacilli e Bacteroides
em V1. A adicdo de FOS a alimentagdo da formula resultou em
nenhuma troca em niveis de Bifidobacteria e Lactobacilli e aumentos
em Clostridia e Bacteroides em V2.

[00117] Em F2, PDX e leite humano foram colocados em sistemas
de fermentadores paralelos. Amostras de leite humano foram
fornecidas por uma maternidade e armazenadas congeladas. Estas
foram amostras de colostro de volumes variados de diversas
doadoras. A alimentacdo com leite humano foi feita sem diluicdo ou
adicdo de lactose a fim de manter niveis comparaveis de
oligossacarideos e outros nutrientes. Havia leite humano insuficiente
para funcionar este fermentador durante 12 dias, em paralelo com o
fermentador de PDX. As amostras mais frequentes foram assim
tomadas, nos dias 0, 4, 6 e 8. Para fins comparativos, amostras
adicionais foram tomadas do fermentador de PDX no dia 8, e também
no dia 11.

[00118] Como pode ser esperado, o leite humano promoveu bom
crescimento de bactérias benéficas, tanto Bifidobacteria como
Lactobacilli, e diminuiu niveis de Clostridia, como mostrado na figura
17. Bifidobacteria e Lactobacilli aumentaram claramente na populagéo
em ambos os vasos. Os numeros de Bacteroides permaneceram em
um nivel similar durante toda a fermentacao.

[00119] Os resultados da adicdo de PDX a alimentacdo da féormula
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também foram favoraveis, com um aumento marcante em Lactobacilli
e decréscimos em ambas Clostridia e Bacteroides em ambos os vasos
(figura 17).

[00120] Em F3, GOS foi adicionado a alimentagcdo da férmula e
colocado em um sistema de fermentador. A adicdo de GOS a
alimentacao da férmula teve pouco efeito aparente em Lactobacilli em
qualquer vaso, mas aumentou Bifidobacteria em V1 e V2, e diminuiu
Clostridia e Bacteroides em V1 mas ndo em V2.

[00121] A combinacdo de LOS:GOS (1:1) foi colocada contra
PDX:LOS 1:1 em um sistema de fermentador paralelo durante F4. A
combinagado de LOS:GOS foi eficaz para aumentar os numeros de
Lactobacilli em ambos os vasos e Bifidobacteria em V1, e diminuir
Bacteroides em V1. Clostridia diminuiu em V2 mas aumentou em V1.
[00122] A suplementacdo da alimentagdo com a formula com uma
combinacao 1:1 de PDX:LOS resultou em um aumento em Lactobacilli
em V1, mas um leve decréscimo em Bifidobacteria em cada vaso.
Clotridia tendeu a diminuir em ambos os vasos com Bacteroides
diminuido principalmente em V2.

[00123] Em F5, LOS foi suplementado na alimentagdo com a
féormula e colocado em um sistema de fermentador paralelo contra
uma combinacgao 1:1 de PDX e GOS. A adicédo de LOS a alimentacao
com a formula aumentou Lactobacilli em ambos os vasos. No entanto,
Clostridia também aumentaram em V2 e Bifidobacteria diminuiram em
ambos os vasos. Embora Bacteroides diminuiram em V1 isto nao foi
mantido em V2. A adigdo de PDX: GOS a alimentagdo com a formula
aumentou os niveis de Bifidobacteria e Lactobacilli em ambos os
vasos, mas também fez com que os niveis de Clostridia aumentassem.
Os niveis de Bacteroides aumentaram em V2 somente.

[00124] Globalmente, Bifidobacteria aumentaram em proporgao a

populagao bacteriana total em V1 com leite humano, GOS, FOS, PDX
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e a combinacdo de PDX:GOS. Em V2, GOS, a combinacdo de
PDX:GOS e a combinagdo de LOS:GOS levaram a um aumento em
Bifidobacteria. Clostridia diminuiu em propor¢ao a populacao total em
V1 com leite humano, GOS e PDX, e diminuiu em V2 com leite
humano, PDX e a combinagao de LOS:GOS.

[00125] Em VA1, os Lactobacilli mostraram um aumento apos
suplementagcdo com LOS, PDX, leite humano ou combinagbes de
PDX, enquanto aumentos em Lactobacilli foram observados em V2
com LOS, PDX, leite humano e combinagdes de GOS. Os aumentos
na porcentagem de Lactobacilli foram particularmente marcantes com
PDX e a combinagdo de PDX:LOS e a combinagdo de LOS:GOS em
V2.

[00126] Globalmente, PDX foi eficaz em aumentar Lactobacilli e
diminuir os niveis de Clostridia e Bacteroides, com apenas leves
aumentos em Bifidobacteria em V1. A combinagdo de PDX:GOS
também mostrou ser favoravel para Bifidobacteria, que aumentaram
dentre as bactérias totais (embora ndo como uma porcentagem dos
quatro grupos) e aumentaram Lactobacilli em um pH de 5,2, mas
também teve um efeito desfavoravel no aumento dos numero de
Bacteroides.

[00127] Quando leite humano foi testado no sistema modelo
projetado pelos inventores, os niveis de Bifidobacteria e Lactobacilli
aumentaram em numero, enquanto Clostridia diminuiram em numero.
Este efeito foi mais consistentemente duplicado com PDX, e com
GOS, tanto sozinho como em combinagdo com LOS ou PDX. FOS,
que é um outro carboidrato que €& atualmente utilizado em varias
fébrmulas para criangas pequenas, foi testado e nao produziu os
mesmos resultados desejaveis.

Exemplo 8
[00128] Este exemplo ilustra uma modalidade de uma férmula
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infantil da presente invengéo.

Tabela 5: Informacao de nutrientes da formula infantil

Ingrediente Por 10.000 L
Solidos de soro de leite desmineralizado 534,337 kg
Mistura de gorduras 339,695 kg
Solidos de leite desnatado 191,234 kg
Lactose 136,321 kg
Solidos de xarope de galactooligossacarideo 35,096 kg
Polidextrose 22,222 kg
Citrato de potassio 7,797 kg
Mono- e Diglicerideos 7,233 kg
Oleo de &cido araquidénico de célula unica 6,486 kg
Fosfato de calcio, Tribasico 4,185 kg
Acido ascérbico 1.403,323 g
Ascorbato de sodio 1.168,402 g
Inositol 407,029 g
Taurina 402,962 g
Solidos de xarope de milho 188,300 g
Niacimamida 89,857 g
Pantotenato de calcio 42,443 g
Vitamina B12 23,613 g
Trituragc&o de biotina 23,613 g
Tiamina HCI 8,022 g
Piridoxina HCI 6,176 g
Acido félico 2,260 g
Concentrado de lecitina 3,694 kg
Oleo de acido docosahexandico de célula Unica 3,243 kg
Carrageenano 2,826 kg
Cloreto de calcio 2,650 kg
Cloreto de sodio 1,410 kg
Maltodextrina 484,199 g
CMP, acido livre 151,951 ¢
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AMP, &cido livre

33,944 g

GMP, sal dissodico 18,347 g
UMP, sal dissédico 7,559 ¢g
Sulfato ferroso 0,620 kg
Citrato de sodio 0,455 kg
Acetato de tocoferila, DL-Alfa 160,882 g
Oleo de soja 139,612 g
Palmitato de vitamina A 17,253 g
Concentrado de colecalciferol 57159
Vitamina K, liquida Fitonadiona 0,538 g
Sulfato de zinco 214,225¢9
Selenita de sodio 51,112 g
Sulfato cuprico 22,885¢
Lactose 12,659 g
Sulfato de manganés 3,119 ¢

Agua, Desfluorada

10.311,900 kg

[00129] LOS é gerado quando lactose € aquecida a uma temperatura

elevada. Assim, nesta modalidade, o produto contém LOS inerente. O

nivel de LOS inerente no produto € de aproximadamente 2 g/L.

Exemplo 9

[00130] Este exemplo ilustra outra modalidade de uma férmula

infantil da presente invencéo.

Tabela 6: Informacao de nutrientes para a formula infantil

Ingrediente Por 10.000 L
Solidos de soro de leite desmineralizado 534,337 kg
Mistura de gorduras 339,695 kg
Solidos de leite desnatado 191,234 kg
Lactose 142,000 kg
Xarope galactooligossacarideo sélido 23,164 kg
Polidextrose 22,222 kg
Xarope lactulose sadlido 10,353 kg
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Citrato de potassio 7,797 kg
Mono- e Diglicerideos 7,233 kg
Oleo de &cido araquidénico de célula unica 6,486 kg
Fosfato de calcio, Tribasico 4,185 kg
Acido ascérbico 1.403,323 g
Ascorbato de sodio 1.168,402 g
Inositol 407,029 g
Taurina 402,962 g
Solidos de xarope de milho 188,300 g
Niacimamida 89,857 g
Pantotenato de calcio 42,443 g
Vitamina B12 23,613 g
Trituragcéo de biotina 23,613 g
Tiamina HCI 8,022 g
Piridoxina HCI 6,176 g
Acido félico 2,260 g
Concentrado de lecitina 3,694 kg
Oleo de acido docosahexandico de célula Unica 3,243 kg
Carrageenano 2,826 kg
Cloreto de calcio 2,650 kg
Cloreto de sodio 1,410 kg
Maltodextrina 484,199 g
CMP, acido livre 151,951 ¢
AMP, acido livre 33,944 g
GMP, sal dissddico 18,347 g
UMP, sal dissodico 7,559 g
Sulfato ferroso 0,620 kg
Citrato de sodio 0,455 kg
Acetato de tocoferila, DL-Alfa 160,882 g
Oleo de soja 139,612 g
Palmitato de vitamina A 17,253 g
Concentrado de colecalciferol 57159
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Vitamina K, liquida Fitonadiona 0,538 g
Sulfato de zinco 214,225¢9
Selenita de sodio 51,112 g
Sulfato cuprico 22,885¢
Lactose 12,659 g
Sulfato de manganés 3,119¢

Agua, Desfluorada 10.311,900 kg

[00131] LOS ¢é gerado quando lactose € aquecida em uma
temperatura elevada. Assim, nesta modalidade, o produto contém
tanto LOS adicionado como inerente. O nivel total de LOS no produto,
incluindo tanto LOS adicionado como inerente, € de aproximadamente
2,6 g/L.

Exemplo 10

[00132] Este exemplo ilustra ainda outra modalidade de uma
Formula infantil da presente invengao.

Tabela 7: Informacao de nutrientes para a formula infantil

Ingrediente Por 10.000 L
Solidos de soro de leite desmineralizado 534,337 kg
Mistura de gorduras 339,695 kg
Solidos de leite desnatado 191,234 kg
Lactose 119,321 kg
Xarope galactooligossacarideo sélido 46,327 kg
Polidextrose 44,444 kg
Xarope lactulose solido 20,706 kg
Citrato de potassio 7,797 kg
Mono- e Diglicerideos 7,233 kg
Oleo de acido araquidénico de célula tnica 6,486 kg
Fosfato de calcio, tribasico 4,185 kg
Acido ascérbico 1.403,323 g
Ascorbato de sodio 1.168,402 g
Inositol 407,029 g
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Taurina 402,962 g
Xarope de milho sélido 188,300 g
Niacimamida 89,857 g
Pantotenato de calcio 42,443 g
Vitamina B12 23,613 g
Trituragcéo de biotina 23,613 g
Tiamina HCI 8,022 g
Piridoxina HCI 6,176 g
Acido félico 2,260 g
Concentrado de lecitina 3,694 kg
Oleo de acido docosahexanoico de célula Unica 3,243 kg
Carrageenano 2,826 kg
Cloreto de calcio 2,650 kg
Cloreto de sodio 1,410 kg
Maltodextrina 484,199 g
CMP, acido livre 151,951 g
AMP, acido livre 33,944 g
GMP, sal dissédico 18,347 g
UMP, sal dissodico 7,559 g
Sulfato ferroso 0,620 kg
Citrato de sodio 0,455 kg
Acetato de tocoferila, DL-Alfa 160,882 g
Oleo de soja 139,612 g
Palmitato de vitamina A 17,253 g
Concentrado de colecalciferol 57159
Vitamina K, liquida Fitonadiona 0,538 g
Sulfato de zinco 214,2259
Selenita de sodio 51,1129
Sulfato cuprico 22,885 ¢
Lactose 12,659 g
Sulfato de manganés 3,119¢

Agua, Desfluorada

10.325,600 kg
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[00133] LOS é gerado quando lactose é aquecida em uma
temperatura elevada. Assim, nesta modalidade, o produto contém
tanto LOS adicionado como inerente. O nivel total de LOS no produto,
incluindo tanto LOS adicionado como inerente, € de aproximadamente
3,6 g/L.

[00134] Todas as referéncias citadas neste relatorio, incluindo sem
limitacdo, todos os trabalhos, publicagdes, patentes, pedidos de
patente, apresentacdes, textos, relatorios, manuscritos, brochuras,
livros, postagens da internet, artigos de periddicos, periddicos, e
outros, sdo aqui incorporados por referéncia neste relatorio em suas
totalidades. A discussao das referéncias aqui se destina apenas para
reunir as afirmacgdes feitas por seus autores e nao se faz admissao de
que qualquer referéncia constitui técnica anterior. As requerentes se
reservam o direito de desafiar a precisao e pertinéncia das referéncias
citadas.

[00135] Estas e outras modificacbes e variagcbes a presente
invengédo podem ser praticadas pelos versados na técnica, sem sair do
espirito e escopo da presente invencdo que é mais particularmente
especificada nas reivindicacbes anexas. Além disso, deve ser
entendido que aspectos das varias modalidades podem ser trocadas
tanto no topo como em parte. Além disso, os versados na técnica irao
notar que a descricdo acima é a titulo de exemplo apenas, e nao se
destina a limitar a invengao assim ainda descrita em tais reivindicacdes
anexas. Assim, o espirito e escopo das reivindicagbes anexas nao

deve ser limitado a descri¢cdo das versdes preferidas contidas ai.

Petigdo 870170093951, de 04/12/2017, pag. 44/49



11

REIVINDICAGOES

1. Uso de polidextrose ("PDX") para a preparagcdo de uma
férmula infantil para induzir um perfil de acido graxo de cadeia curta
("SCFA") em uma crianga pequena, que € similar ao produzido em
uma crianga pequena alimentada no peito, em que a crianga pequena
€ um humano com menos de 1 ano de idade, em que o perfil de SCFA
compreende uma producdo aumentada de acetato, caracterizado pelo
fato de que o perfil de SCFA compreende ainda uma producéo
diminuida de butirato.

2. Uso, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que a formula infantil compreende uma concentracdo de PDX
entre 1,0 g/L e 10,0 g/L.

3. Uso, de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizado pelo
fato de que a formula infantil compreende uma concentracdo de PDX
entre 2,0 g/L e 8,0 g/L.

4. Uso, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a férmula infantii adicionalmente compreende
galactooligossacarideo ("GOS").

5. Uso, de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizado pelo
fato de que a razdo de PDX:GOS esta entre 9:1 e 1:9.

6. Uso, de acordo com a reivindicag&o 4, caracterizado pelo
fato de que a razdo de PDX:GOS esta entre 5:1 e 1:5.

7. Uso, de acordo com a reivindicacéo 4, caracterizado pelo
fato de que a razdo de PDX:GOS esta entre 3:1 e 1:3.

8. Uso, de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizado pelo
fato de que a razdo de PDX:GOS ¢ 5:5.

9. Uso, de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizado pelo
fato de que a razdo de PDX:GOS ¢ de 8:2.
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Proporgoes relativas de avido acético, acido propidnico, e
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acido butirico e produgao de SCFA total (média e desvio padrao) na
fermentagao de substratos do grupo 3

Acido acético Acido Propiénico Acido Butirico Média SCFA
% % % pmol
Tempo (horas) GOS
0 79,3 8,6 12,1 144
1 86,5 5,6 7,8 354
2 89,5 4,6 5,9 727
4 86,3 5,7 8,0 1010
8 76,8 9,0 14,2 1134
24 67,1 15,7 17,2 1325
Tempo (horas) LOS
0 76,7 9,6 13,7 143
1 85,9 6,0 8,1 365
2 89,2 47 6,1 770
4 88,0 5,0 7,0 1104
8 77,0 7,0 16,1 1181
24 63,7 14,5 21,9 1359
Tempo (horas) PDX2
0 77,8 9,2 13,1 156
1 83,1 7,1 9,8 303
2 81,2 7,6 11,2 426
4 75,7 9,9 14,4 550
8 74,3 12,5 13,2 775
24 66,5 23,3 10,2 1128
Tempo (horas) FOS
0 78,4 9,0 12,7 143
1 86,4 5,8 78 376
2 89,7 4.4 5,9 816
4 86,8 5,0 8,3 1195
8 77,7 7.4 15,0 1254
24 66,9 14,9 18,2 1470
Fecal
Tempo (horas) blank
0 78,3 9,0 12,7 151
1 83,3 7.3 9,3 280
2 82,7 8,1 92 373
4 80,1 10,7 9,2 450
8 78,8 12,5 8,8 548
24 73,4 20,0 6,6 817
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