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Relatério Descritivo da Patente de Invencdao para "PRODUTO
CONTENDO PROBIOTICO INATIVADO PARA CRIANGAS OU LACTEN-
TES".

REFERENCIA CRUZADA A PATENTES E PEDIDOS DE PATENTE RELA-
CIONADOS

Esse pedido € um Pedido de Patente Nao-Provisional e reivindi-

ca o beneficio da prioridade de Aplicagdo de Patente Provisoria U.S. N° de
Série 60/904.122, depositado em 28 de Fevereiro de 2007, que esta incorpo-
rado aqui por referéncia em sua totalidade.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Campo da Invencio

A presente invencdo refere-se, geralmente, a um produto con-
tendo pelo menos um probidtico inativado e a um método para utiliza-lo.
Descri¢gdo da Técnica Relacionada

A resposta inflamatéria € uma tentativa do corpo de restaurar e
manter a homeostase apds a invasdo por um agente infeccioso, estimulo
antigénico ou leséo fisica, quimica ou traumatica. A inflamagdo localizada
esta contida em uma regido especifica e pode exibir sintomas variaveis, in-
cluindo vermelhidao, edema, calor e dor.

Apesar da resposta inflamatéria ser considerada, geralmente,
uma resposta saudavel a lesdo, o sistema imune pode apresentar uma res-
posta fisioldégica indesejavel, se ele ndo estiver apropriadamente regulado.
Nessa situagdo, o sistema imune, normalmente protetor do corpo, causa da-
no a seu proprio tecido pelo tratamento do tecido saudavel como se ele esti-
vesse infectado ou anormal. Alternativamente, se ha uma lesao, a resposta
inflamatéria pode ser desproporcional a ameacga que causa a lesdo. Quando
isso ocorre, a resposta inflamatéria pode causar mais dano ao corpo do que
o proprio agente teria produzido.

A resposta inflamatéria foi encontrada consistir, em parte, em
uma expressdo aumentada de ambas as citocinas, pro-inflamatéria e anti-
inflamatéria. Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, biologicamen-

te ativas envolvidas na coordenagdo de respostas imunolédgicas e inflamato-
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rias e na comunicagdo entre populagées celulares imunes especificas. Va-
rios tipos de célula produzem citocinas durante as reagdes inflamatorias,
incluindo neutréfilos, mondcitos e linfocitos.

Existem multiplos mecanismos pelos quais as citocinas geradas
em sitios inflamatérios influenciam a resposta inflamatéria. Se uma resposta
pro-inflamatéria ndo € bloqueada com sucesso pelas citocinas anti-
inflamatérias, entretanto, pode ocorrer uma inflamacao sistémica descontro-
lada.

Ao contrario da inflamagéo localizada, a inflamagao sistémica é
disseminada através do corpo. Esse tipo de inflamagao pode incluir a infla-
magao localizada em sitios especificos, mas também pode estar associada a
sintomas gerais "similares a gripe", incluindo febre, calafrios, fadiga ou perda
de energia, dores de cabega, perda de apetite e fraqueza muscular. A infla-
magéo sistémica pode levar a degradagéo de proteina, a catabolismo e hi-
permetabolismo. Como consequéncia, a estrutura e fungdo de dérgdos es-
senciais, tais como o musculo, coragéo, sistema imune e figado podem ser
comprometidas e podem contribuir para a faléncia de mdultiplos 6rgaos e
mortalidade. Jeschke, et al., Insulin Attenuates the Systemic Inflammatory
Response to Thermal Trauma, Mol. Med. 8(8):443-450 (2002). Embora um
imenso progresso tenha sido alcangado na compreensdao dos mecanismos
da inflamacéo sistémica, a taxa de mortalidade devido a esse disturbio per-
manece inaceitavelmente alta.

As infecgbes respiratérias sdo extremamente comuns, especial-
mente entre lactentes. No primeiro ano de vida, os lactentes sdo propensos
a infecgbes recorrentes do trato respiratorio,, geralmente, experimentando
entre trés e seis infecgbes durante apenas aquele ano. Cerca de 6% dos
lactentes com menos de um ano de idade sdo hospitalizados por infecgdes
respiratorias baixas a cada ano apenas nos Estados Unidos.

As infecgbes respiratérias e seus sintomas podem variar de leve
a alta de brandos a serveros, dependendo do tipo de virus e da localizagdo
da infecgdo. Infec¢des do trato respiratério alto frequentemente se manifes-

tam como resfriador comuns, causando inflamagdo e edema do revestimento
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do nariz, garganta e sinuses Influenza, geralmente conhecida como gripe, é
uma infecgao viral altamente contagiosa do trato respiratério alto. Sintomas
de gripe incluem febre, calafrios, cefaleia, dores musculares, vertigem, tosse,
faringite, coriza, ndusea e diarreia. Outra infecgao respiratéria alta, a laringi-
te, causa tosse muito acentuada e graus variaveis de dificuldade respiratoéria,
primariamente quando se inspira.

As infecgdes respiratérias baixas sdo consideradas, geralmente,
mais sérias do que as infecgdes respiratorias altas. O virus sincicial respira-
torio (RSV) é a causa mais frequente de infecgGes respiratérias baixas em
lactentes e criangas mais novas do que quatro anos de idade. Van Woensel,
J. et al., Viral Lower Respiratory Tract Infection in Infants and Young Chil-
dren, BMJ 327:36-40 (2003). Esse virus é tdo comum que virtualmente todas
as criangas foram infectadas pelo RSV com a idade de trés anos. Na maioria
dos lactentes e criangas, RSV é uma infecgdo respiratoria leve que é indis-
tinguivel do resfriado comum. Ele, geralmente, causa obstrugdo nasal, coriza
e tosse.

A protecdo contra RSV envolve ambas as respostas de células T
e B, respostas de anticorpos (IgM, IgG e IgA),, assim, como outras respostas
do sistema imune que sédo ativadas por infecgdes bacterianas e virais. Uma
ligagéo entre infecgdo por RSV no lactente e o desenvolvimento de dificul-
dade respiratéria, asma e atopia recorrentes na infancia foi sugerida. Assim,
limitar infecgbes por RSV podera prevenir sérias complicagdes respiratorias
que se estendem por toda a infancia.

A bronquite &€ uma infecgao respiratéria baixa que afeta os bron-
quios, causando estreitamento e edema devido a inflamagéo viral. A bron-
quiolite € similar a bronquite, mas ocorre primariamente nos lactentes. E
uma inflamagéo dos tubos de menor calibre da rede de ramificagdo dos
brénquios. A infec¢ao causa respiragao laboriosa, tosse frequente e dramati-
ca e dificuldade respiratéria, e pode requerer hospitalizagéo.

A infecgao respiratoria baixa que &, provavelmente, a mais séria
para lactentes € a pneumonia. A pneumonia é causada por uma infecgdo

dos alvéolos, induzindo-os a se tornarem cheios de liquido,, geralmente, de
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natureza purulenta e espessa, que interfere com a troca apropriada de di6xi-
do de carbono. A severidade da pneumonia dependerd da quantidade de
tecido pulmonar envolvida.

A maioria das infecgdes respiratérias alta e baixa sdo causadas
por virus para os quais nenhuma prevencgao ou tratamento especificos estao
atualmente disponiveis. Algumas infecgdes respiratérias, incluindo a influen-
za, podem ser prevenidas com vacinagdo. Entretanto, mesmo quando as
vacinagbes sao desenvolvidas para infecgbes respiratorias especificas, elas
s&o caras e nao-universalmente disponiveis. Similarmente, farmacos para
tratar essas infecgbes tém disponibilidade limitada e sdo caros. Assim, pode-
ra ser util fornecer um método ndo-medicinal para o tratamento e a preven-
¢do de infecgdes respiratorias em lactentes.

Infecgdes do trato respiratério frequentes estido, geralmente, as-
sociadas a otite média aguda (AOM), também conhecida como infecgdo do
ouvido médio. AOM ¢é caracterizada por um surto agudo e curto de inflama-
¢ao e liquido no ouvido médio. AOM pode estar acompanhada de rinite, tos-
se, febre, faringite, dor de ouvido, hipoacusia, inquietagao, irritabilidade, per-
da de apetite, vdmitos ou diarreia. A otorreia purulenta através de uma
membrana timpanica perfurada também é considerada constituir AOM.

Cinquenta por cento das criangas tiveram pelo menos um episoé-
dio de AOM até um ano de idade. Oitenta por cento das criangas tiveram
pelo menos um episédio até o seu terceiro aniversario. Entre um e trés anos,
35% das criangas terdo tido episédios de AOM.

AOM pode ser causada por virus ou bactérias. As cepas bacteri-
anas mais comuns que causam AOM sao Streptococcus pneumoniae (35%
dos casos), Haemophilus influenzae (10% dos casos) e Moraxella catarrhalis
(10% dos casos). Como as cepas bacterianas frequentemente causam a
infecgdo, AOM ¢é frequentemente tratada através da administracdo de antibi-
oticos. De fato, séo feitas mais prescrigdes de antibioticos para AOM do que
para qualquer outra doencga na infancia.

Geralmente, se a resposta de citocina é pré- ou anti-inflamatoria

depende do equilibrio de micro-organismos individuais que colonizam a lu-
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men intestinal em qualquer periodo em particular. E bem conhecido que a
superficie mucosas do trato intestinal é colonizada por uma colegéo enorme,
ampla, complexa e dindmica de micro-organismos. A composigdo da micro-
flora intestinal varia ao longo do trato digestivo, assim, como em diferentes
micro-habitats, tais como a camada de muco epitelial, a camada mucosal
profunda das criptas e a superficie das células mucosais epiteliais. A coloni-
zag&o especifica depende de fatores externos e internos que incluem molé-
culas disponiveis na luz, qualidade do muco e interagbes hospedeiro-
microbiana e microbiana-microbiana. Murch, S.H., Toll of Allergy Reduced by
Probiotics, Lancet, 357:1057-1059 (2001).

Esses micro-organismos, que formam a microflora intestinal, es-
téo ativamente envolvidos com a resposta imune. Eles interagem com o epi-
télio em condigbes de relacionamentos com beneficio mituo para ambos os
parceiros (simbiose) ou em condigdes de beneficio para um dos parceiros,
sem haver prejuizo para o outro (comensalismo). Hooper, et al., How Host-
Microbial Interactions Shape the Nutrient Environment of the Mammalian In-
testine, Annu. Rev. Nutr. 22:283-307 (2002). De fato, esta surgindo uma evi-
déncia consideravel que mostra uma acentuada interagdo ou "interferéncia”
entre a microflora intestinal e a populacdo diversa de células na mucosa in-
testinal. Bourlioux, et al., The Intestine and its Microflora are Partners for the
Protection of the Host: Reporter on the Danone Symposium "The Intelligent
Intestine”, organizado em Paris, 14 de Junho de 2002, Am. J. Clin. Nutr.
78:675 (2003); Hooper, L.V. & Gordon, J.I., Commensal Host-Bacterial Rela-
tionships in the Gut, Sci. 292:1115 (2001); Haller et al., Non-Pathogenic Bac-
teria Elicit a Differencial Cytokine Response by Intestinal Epithelial
Cell/Leucocyte Co-Cultures, GUT 47:79 (2000); Walker, W.A., Role of Nutri-
ents and Bacterial Colonization in the Development of Intestinal Host Defen-
se, J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 30:S2 (2000). Além disso, a microflora
intestinal foi mostrada provocar respostas imunes especificas em ambos os
niveis, local e sistémico, em adultos. Isolauri, E. et al., Probiotics: Effects on
Immunity, Am. J. Clin. Nutr. 73:444S-50S (2001).

A microflora intestinal em lactentes é conhecida ser muito menos
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desenvolvida do que a de um adulto. Enquanto a microflora do ser humano
adulto consiste em mais do que 10'"® micro-organismos e aproximadamente
500 especies, alguns sendo prejudiciais e outros sendo benéficos, a micro-
flora de um lactente contém apenas uma fragédo daqueles micro-organismos,
tanto em numeros absolutos quanto também por diversidade de espécies.
Os lactentes nascem com um intestino estéril, mas adquirem a flora intesti-
nal a partir do canal de parto, seu meio ambiente inicial, e da que eles inge-
rem. Como a populagédo da microflora intestinal € muito instavel na vida neo-
natal precoce, &, geralmente, dificil para o intestino do lactente manter o de-
licado equilibrio entre bactérias prejudiciais e benéficas, reduzindo, assim, a
habilidade do sistema imune de funcionar normalmente.

E especialmente dificil para lactentes amamentados com formu-
las manter esse equilibrio devido a diferengas entre as espécies bacterianas
no intestino do lactente amamentado com férmula e do amamentado ao sei-
0. As fezes de lactentes amamentados ao seio contém predominantemente
Bifidobacterium, com Streptococcus e Lactobacillus como contribuintes me-
nos comuns. Em contraste, a microflora de lactentes amamentados com
formula é mais diversa, contendo Bifidobacterium e Bacteroides, assim, co-
mo as espécies mais patogénicas, Staphylococcus, Escherichia coli e Clos-
tridia. As espécies variadas de Bifidobacterium nas fezes de lactentes ama-
mentados ao seio e lactentes amamentados com férmula também diferem.
Uma variedade de fatores tem sido proposta como a causa da diferenga da
flora fecal de lactentes amamentados ao seio e lactentes amamentados com
férmula, incluindo o conteldo menor e a composigao diferente de proteinas
no leite humano, um teor menor de fosforo no leite humano, a grande varie-
dade de oligossacarideos no leite humano e numerosos mediadores humo-
rais e celulares de fungédo imunolégica no leite humano. Agostoni, et al., Pro-
biotic Bacteria in Dietetic Products for Infants: A Commentary by the ESP-
GHAN Committee on Nutrition, J. Pediatr. Gastro. Nutr. 38:365-374 (Abril de
2004).

Como a microflora de lactentes amamentados com formula é

muito instavel e a microflora intestinal participa amplamente na estimulagao
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da imunidade intestinal, lactentes alimentados com férmula sdo mais pro-
pensos a desenvolver doengas inflamatérias. Muitas das principais doengas
que afetam lactentes, incluindo doenga pulmonar cronica, leucomalacia peri-
ventricular, meningite neonatal, hepatite neonatal, sepse e enterocolite ne-
crotizante s&o de natureza inflamatéria. Dependendo da doenga em particu-
lar, a inflamag&o que a acompanha pode ocorrer em um 6rgéo especifico, tal
como o pulméo, cérebro, figado ou intestino ou a inflamagdo pode ser de
natureza realmente sistémica.

Por exemplo, a doenga pulmonar crénica faz com que os tecidos
dentro do pulméao se tornem inflamados enquanto que a meningite neonatal
envolve a inflamagao dos revestimentos do cérebro e medula espinhal. A
leucomalacia periventricular é causada pela lesdo inflamatoéria da area peri-
ventricular do cérebro em desenvolvimento. A enterocolite necrotizante cau-
sa inflamagao do intestino que pode resultar na destruicdo de parte ou de
todo o intestino, e a hepatite neonatal envolve uma inflamacgao do figado que
ocorre na infancia precoce. A sepse, também conhecida sindrome da res-
posta inflamatodria sistémica, é uma doenga severa causada por uma infec-
¢ao devastadora da corrente sanguinea por bactérias que produzem toxina.
Nessa doenga, os patdgenos na corrente sanguinea fazem surgir uma res-
posta inflamatéria através de todo o corpo.

Lactentes prematuros ou criticamente doentes também repre-
sentam um sério desafio em termos de desenvolvimento de imunidade intes-
tinal e prevengdo de inflamagao sistémica. Lactentes pré-termo ou critica-
mente doentes sao, geralmente, colocados imediatamente em incubadoras
estéreis, onde eles permanecem isolados das populagbes bacterianas as
quais o lactente designado saudavel, poderia ser exposto normalmente. Isso
pode retardar ou prejudicar o processo natural de colonizacdo. Esses lacten-
tes sdo também, geralmente, tratados com antibidticos de amplo espectro,
que matam bactérias comensais que tentam colonizar o trato intestinal do
lactente. Além disso, esses lactentes sdo frequentemente alimentados por
meio de uma formula para lactente, mais do que com leite materno. Cada

um desses fatores pode fazer com que a microflora intestinal se desenvolva
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inapropriadamente, causando ou precipitando, assim, a inflamacgao sistémica
que ameagca a vida.

Nos anos recentes, a suplementacdo de bactérias probidticas
nas dietas de lactentes amamentados com férmula foi sugerida a fim de es-
timular a colonizagdo intestinal com micro-organismos benéficos. Bactérias
probidticas sdo micro-organismos vivos que exercem efeitos benéficos sobre
a saude do hospedeiro. Fuller, R. Probiotics in Man and Animals J. Appl.
Bacteriol. 66:365-78 (1989).

Embora bactérias probidticas viaveis possam ser eficazes na
normalizacdo da microflora intestinal, existem pouquissimos estudos publi-
cados que avaliem sua seguranga em prematuros e lactentes imunodeprimi-
dos. Essas populagdes especiais tém uma barreira de defesa intestinal ima-
tura que aumenta o risco de translocagido das bactérias luminais, causando
um risco potencialmente elevado de infecgbes. Em muitos casos, probiéticos
vidveis ndo sdo recomendados para pacientes imunodeprimidos, pacientes
apés cirurgia cardiaca, pacientes com disfungcido pancreatica ou pacientes
com sangue nas fezes. Pelo menos uma morte foi relatada devido a suple-
mentagdo com probidtico em um individuo imunodeprimido. MacGregor G.,
et al. Yoghurt biotherapy: contraindicated in immunosupressed patients?
Postgrade Med. J. 78:366-367 (2002).

Assim, para pacientes imunodeprimidos ou lactentes prematu-
ros, pode ser util fornecer um suplemento ndo-ativo que possa tratar ou pre-
venir a inflamagao sistémica. Uma alternativa ndo-ativa para probiéticos ati-
vos ou viaveis pode ter beneficios adicionais tais como validade mais pro-
longada. Probidticos ativos ou vidveis sdo sensiveis ao calor, umidade e luz
e, apropriadamente, devem ser refrigerados para manter a viabilidade.
Mesmo com essas precaugdes, a validade de um probiotico inativado tipico
é relativamente curta. Uma alternativa ndo-viavel para probiéticos vivos de-
vera evitar a necessidade de refrigeracao e devera fornecer um produto que
tenha uma validade mais longa. O produto podera entdo ser distribuido para
regides do mundo sem refrigeragdo rapidamente disponivel. Uma alternativa

nao-viavel para probiotico devera fornecer, além disso, menos risco de inte-
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ragdo com outros componentes alimenticios, tais como fermentadores e alte-
ragdes no gosto, textura e frescor do produto. Consequentemente, podera
ser benéfico fornecer um método para reduzir ou prevenir a inflamagao sis-
témica em lactentes amamentados com férmula, que compreende a adminis-
tracéo de probidticos inativados.

SUMARIO DA INVENGAQO

Resumidamente, portanto, a presente invengao € dirigida para

um novo produto que compreende pelo menos um probidtico inativado, em
gue o probidtico é nao-vidvel, mas os componentes celulares do probibtico
inativado retém os atributos reativos bioldgicos iguais ou similares aqueles
das células viaveis ou nao-inativadas do probiotico.

Em outras modalidades, a invengao é dirigida a um método de
utilizar uma ou mais cepas inativadas de probitéticos para os mesmos bene-
ficios reativos bioldgicos ou similares, como o probiético viavel ou vivo.

Em outras modalidades, a invengao é dirigida para um método
de tratar, prevenir ou reduzir a inflamagao sistémica e/ou respiratéria em um
individuo, o método compreendendo administrar ao individuo uma quantida-
de terapeuticamente eficaz de pelo menos um probidtico inativado, em que o
probidtico em sua forma viavel é util para tratar, prevenir ou reduzir a infla-
magéao sistémica e/ou respiratéria em um individuo.

Em outras modalidades, a invengéo € dirigida para um método
de tratar, prevenir ou reduzir a inflamagao respiratéria em um individuo, o
método compreendendo administrar a um individuo uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de pelo menos um probiético inativado, em que o probi-
otico em sua forma viavel é (til para tratar, prevenir ou reduzir a inflamagao
respiratéria em um individuo.

Em outras modalidades, a invengao é dirigida para um método
de prevenir ou reduzir a liberagdo sistémica de uma ou mais citocinas ou
quimiocinas pro-inflamatérias em um individuo, o método compreendendo
administrar a um individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz de pelo
menos um probidtico inativado.

Em uma modalidade particular, a invencdo é dirigida para um
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meétodo de tratar, prevenir ou reduzir a inflamagdo sistémica em um indivi-
duo, o método compreendendo administrar a um individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de pelo menos um probiético inativado em combina-
¢éo com pelo menos um acido graxo poli-insaturado de cadeia longa (LC-
PUFA) e/ou pelo menos um probiético inativado viavel. Em modalidades par-
ticulares, o LCPUFA pode ser o acido docosa-hexaenoico (DHA) ou acido
araquidonico (ARA).

Entre as varias vantagens encontradas a serem atingidas pela
presente invengéo, ela pode reduzir ou prevenir inflamagdes sistémicas ou
respiratérias. A invengdo também pode reduzir a inflamagao no figado, plas-
ma, pulmdes e intestino. Além disso, a invengao reduz ou previne a libera-
G&o de varias citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, incluindo interleuci-
na-1p (IL-1B), IL-8, CINC-1 e niveis de oncogene relacionado ao crescimento
(GRO/KC). Como a presente invengéo pode ser usada para melhorar a con-
dicdo inflamatéria, ela também pode prevenir o aparecimento de infecgbes
ou doencgas deletérias.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Para uma compreensido mais completa da presente invengao, é

feita agora referéncia as seguintes descrigdes tomadas em conjunto com as
figuras que as acompanham.

figura 1 ilustra o efeito de probiéticos ativos e inativados sobre a
produgdo do peptideo quimioatraente-1 de neutréfilo (CINC-1) induzido por
citocina no figado usando um ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELI-
SA). Lactobacillus rhamnosus GG inativados (LGG), um exemplar de probi6-
tico inativado, esta assinalado como LGG inativados por calor "heat-LGG".

figura 2 ilustra o efeito de probidticos ativo e inativado sobre a
producao do peptideo CINC-1 no plasma usando ELISA. LGG inativado esta
assinalado como LGG inativados por calor "heat-LGG".

figura 3 ilustra o efeito de probidticos ativo e inativado sobre a
producao do peptideo CINC-1 no pulméao usando ELISA. LGG inativado esta
assinalado como LGG inativados por calor "heat-LGG".

figura 4 ilustra o efeito de probidticos ativo e inativado sobre a
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produgédo do oncogene relacionado ao crescimento (GRO/KC) no figado u-
sando um ensaio multiplex de citocina. LGG inativado esta assinalado como
LGG inativados por calor "heat-LGG".
figura 5 ilustra o efeito de probiéticos ativo e inativado sobre a
produgédo de GRO/KC no pulmdo usando um ensaio multiplex de citocina.
LGG inativado esta assinalado como LGG inativados por calor "heat-LGG".
figura 6 ilustra o efeito de probiéticos ativo e inativado sobre os
niveis de interleucina-1B (IL-1B8) no figado usando um ensaio muitiplex de
citocina. LGG inativado esta assinalado como LGG inativados por calor "he-
at-LGG".
DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

Agora sera feita referéncia em detalhes das modalidades da in-

vencgdo, um ou mais exemplos das quais estdo descritos abaixo. Cada e-
xemplo é fornecido como meio de explicagdo da invengdo, ndo como uma
limitagao da invengao. De fato, ficara claro para aqueles versados na técnica
que varias modificagbes e variagbes podem ser feitas sem se afastar do es-
copo ou espirito da invengdo. Por exemplo, caracteristicas ilustradas ou
descritas como parte de uma modalidade podem ser usadas em outra moda-
lidade para se obter uma modalidade adicional.

Assim, é pretendido que a presente invengdo cubra tais modifi-
cagoes e variagdes como estando dentro do escopo das reivindicagdes ane-
Xas ou seus equivalentes. Outros objetivos, caracteristicas e aspectos da
presente invencgao estdo descritos ou sdo 6bvios a partir da seguinte descri-
¢ao detalhada. Deve ficar compreendido por aquele versado na técnica que
a presente discusséo € uma descri¢cdo apenas de modalidades exemplares e
néo pretende limitar os aspectos mais amplos da presente invencao.

As seguintes abreviagbes sdo usadas aqui: LGG, Lactobacillus
rhamnosus GG; LCPUFA, acido graxo poli-insaturado de cadeia longa; LPS,
lipopolissacarideo; IL, interleucina; CINC-1, quimioatraente-1 de neutréfilo
induzido por citocina; GRO/KC, oncogene relacionado ao crescimento; ELI-
SA, ensaio imunossorvente ligado a enzima; RT-PCR, reagdo em cadeia da

polimerase com transcrigao reversa; ANOVA, andlise de variancia; SD, des-
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vio-padrao; RMS, substituto de leite de rato; TLRs, receptores similares a
Toll; NF-.B, fator kappa B nuclear; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, aci-
do docosa-hexaenoico; ARA, acido araquidénico.

TLRs sdo uma familia de receptores de reconhecimento de ver-
tebrados. Eles se desenvolveram como moléculas-chave na imunidade inata
e adaptavel. Eles desempenham um papel crucial no reconhecimento de
componentes microbianos conservados. Componentes da parede celular do
organismo, DNA e RNA de fita dupla, s@o aparentemente reconhecidos por
TLRs diferentes. Esses componentes derivados de bactéria (seja LPC, pep-
tidoglicano ou CpG DNA) sao ligantes naturais de TLR que retém fortes pro-
priedades imunomodulatérias na auséncia das consequéncias patogénicas
que resultariam, tipicamente, da proliferagdo normal das bactérias (diarreia,
destrui¢do tecidual, inflamagao sistémica, permeabilidade da barreira). Os
componentes bacterianos agem, tipicamente, sobre a resposta imune adap-
tave, enquanto que as préprias bactérias sdo percebidas pela resposta imu-
ne inata.

A expressao "probiético” significa um micro-organismo vivo, ativo
ou viavel que exerce efeitos benéficos sobre a salide do hospedeiro.

A expressdo "prebidtico" significa um ingrediente alimenticio
nao-digerivel que estimula o crescimento e/ou a atividade de probidticos.

Como usada aqui, a expressao "tratar”" significa melhorar, aliviar
ou remediar uma doenga, um disturbio ou um sintoma de uma doenga ou
condigao.

A expressao "reduzir" significa diminuir em extensao, quantidade
ou grau.

A expressao "prevenir” significa parar ou evitar uma doenga, um
disturbio ou um sintoma de uma doenca ou condigdo através de alguma a-
cao.

A expresséo "sistémico", como usada aqui, significa em relagao
ou que afeta todo o corpo.

As expressdes "infecgdo respiratéria” ou "doenga respiratéria”

significam uma doenga ou infecgdo que afeta o grupo de érgaos responsa-
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veis por transportar o oxigénio do ar para a corrente sanguinea e por expelir
o dioxido de carbono.

As expressdes "probidtico inativado" ou "LGG inativado” signifi-
cam que a atividade metabdlica ou a habilidade reprodutora do probidtico ou
organismo LGG foi reduzida ou destruida. Acredita-se que o "probidtico ina-
tivado" ou "LGG inativado" ainda retenham, a nivel celular, pelo menos uma
porgao de seus ligantes de TLR naturais que, por sua vez, retém pelo menos
uma porgao de suas propriedades imunomodulatérias. Como usada aqui, a
expressao "inativado” é sindbnima de "nao-viavel".

A expressdo "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a
uma quantidade que resulta em uma melhora ou remediagdo da doenga, um
disturbio ou um sintomas da doenga ou condic3o.

A expressao "pré-termo” significa um lactente nascido antes do
final da 372 semana de gestagao.

A expressao "lactente" significa um ser humano apds o nasci-
mento que tem menos do que 1 ano de idade.

A expressao "crianga" significa um ser humano entre as idades
de cerca de 1 a 12 anos de idade. Em certas modalidades, uma crianga esta
entre as idades de cerca de 1 a 6 anos de idade. Em outras modalidades,
uma crianga esta entre as idades de cerca de 7 a 12 anos de idade.

Como usada aqui, a expressao "férmula para lactente" significa
uma composi¢ao que satisfaz as necessidades de nutrientes de um lactente
sendo um substituto do leite humano.

De acordo com a presente invengdo, um novo produto e um mé-
todo para usar um probiético inativado foram descobertos. O produto e o
método compreendem a utilizagdo de uma quantidade terapeuticamente efi-
caz de pelo menos um probibtico inativado ou sua administragdo a um indi-
viduo. Em algumas modalidades, o individuo é um lactente.

Tentativas anteriores para administrar eficazmente probidticos
inativados encontraram obstaculos substanciais. Por exemplo, Kirjavainen,
P. et al., relataram que em uma comparagao de LGG viavel e inativado pelo

calor, aproximadamente 40% das criancas suplementadas com LGG inativa-
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do experimentaram diarreia severa. Probiotic Bacteria in the Management of
Atopic Disease: Underscoring the Importance of Viability, J. Ped. Gastro.
36:223-227 (2003). Nao foram relatadas reacGes adversas no grupo com
placebo ou LGG viavel. Id. em 225. Como a diarreia esta amplamente asso-
ciada com inflamacgao, o estudo de Kirjavainen indica que LGG inativado po-
de causar realmente infecgdo gastrointestinal. De fato, o estudo observa, "o
processo de inativagdo pelo calor pode causar desnaturagdo de peptideos
de superficie e a expressao de proteina de choque térmico, modificando,
assim, as propriedades imunoestimulatérias de LGG de tal maneira que a
forma inativada pelo calor poderia induzir respostas inflamatérias e, conse-
quentemente, aumentar a permeabilidade intestinal". /d. em 226. Em con-
traste, os presentes inventores desenvolveram um novo método para tratar
ou prevenir inflamacgdes através da administragao de pelo menos um probié-
tico inativado por meio da ingestdo de um produto contendo tais probiéticos
inativados.

Os presentes inventores descobriram que um probidtico inativa-
do pode ser utilizado para obter efeitos benéficos iguais ou similares sobre
um ser humano que o ingere como aqueles que o ser humano obteria pela
ingestdo do mesmo probidtico vivo ou viavel. Diferente das propriedades
reprodutoras e outras propriedades ativas estritamente associadas com um
organismo vivo, os probidticos inativados da presente invengdo retém as
propriedades celular e molecular e induzem respostas reativas biolégicas
iguais ou similares no corpo do hospedeiro que os ingere. Como tal, o probi-
otico inativado da invengao pode ser qualquer probiético ou combinagéo de
qualquer probibtico conhecida na técnica.

Em outras modalidades, o probiético inativado pode ser um
membro do género de Lactobacillus. Por exemplo, o probiético inativado po-
de ser L. acidiphilus, L. amylovorus, L. bulgaricus, L. crispatus, L. delbrueckii,
L. rhamnosus, L. casei, L. gallinarum, L. fermentum, L. gasseri, L. helveticus,
L. jugurti, L. johnsonii. L. leichmannii, L. plantarum, L. reuteri ou L. salivarius.
Em certas modalidades, o probiético inativado pode ser L. acidophilus LA-5°,
L. acidophilus NCFM, L. acidophilus AS-1, L. acidophilus DDS-1, L. acidophi-
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lus HP10, L. acidophilus HP100, L. acidophilus HP101, L. acidophilus
HP102, L. acidophilus HP103, L. acidophilus HP104, L. acidophilus HP15, L.
acidophilus PIM703, L. acidophilus SBT2062, L. casei DN-114 001, L. casei
LC10, L. casei PIM61, L. casei 431® (CRL 431), L. casei F19, L. casei Shiro-
ta, L. casei immunitass, L. crispatus BG2FO4, L. delbrueckii ssp. bulgaricus,
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 2038, L. delbrueckii ssp. bulgaricus MR120, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus PIM695, L. plantarum 299V, L. reuteri 1063-S, L.
reuteri 11284, L. reuteri SD2112, L. reuteri T-1, L. reuteri ATTC 55730, L.
reuteri SD2112, L. reuteri RC-14%, L.rhamnosus GG (LGG) ATCC 53013,
L.rhamnosus GR-1®, L.rhamnosus LB21, L.rhamnosus R-011, L.rhamnosus
R-049, L.rhamnosus MX1, L. gasseri ADH, L. helveticus MR220, L. helveti-
cus NCK388. L. johnsonii 11088 (NCK 088), L. johnsonii La-1, L.salivarius
UCC500, L.salivarius UCC118 ou L. /actis San.

Como descrito acima, em uma modalidade particular da inven-
¢ao, o probidtico inativado pode ser LGG. LGG é uma cepa de probidtico
isolada da flora intestinal saudavel humana. Ele foi descrito na Patente U.S.
N° 5.032.399 por Gorbach et al., que esta incorporada aqui em sua totalida-
de, por referéncia. LGG é resistente a maioria dos antibiéticos, estavel na
presenga de &cido e bile e se liga avidamente a células da mucosa do trato
gastorintestinal humano. Ele sobrevive por 1 a 3 dias na maioria dos indivi-
duos e até por 7 dias em 30% dos individuos. Além da sua habilidade de
colonizagdo, LGG também afeta beneficamente respostas imunes da muco-
sa. LGG esta depositado com a autoridade de depdsito American Type Cul-
ture Collection, sob o numero de acesso ATCC 53103.

Em outras modalidades ainda, o probiético inativado pode ser
um membro do género Bifidobacterium. Por exemplo, o probidtico inativado
pode ser B. animalis, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. suis ou B. longum. Em
certas modalidades, o probiotico inativado pode ser Bifidobacterium animalis
ssp. animalis, B. animalis DN-173 010, B. animalis ssp. lactis (BB-1 2®), B.
breve Yakult, B. breve R-070, B. infantis BB\, B. infantis 35624, B. lactis
HNO19 (DR10), B. longum BB46, B. longum BBL ou B. longum BB536.

Como observado, o probidtico inativado pode ser B. animalis
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ssp. lactis (BB-12%), disponibilizado por Chr. Hansen Biosystems, localizada
em Milwaukee, WI. BB-12®° ¢ uma bactéria anaerobica Gram-positivo em
forma de haste, que pode ser encontrada no intestino grosso da maioria dos
mamiferos, incluindo seres humanos.

Em outras modalidades ainda, o probiético inativado pode ser
Escherichia coli, Enterococcus faecium, Saccharomyces cerevisiae, Lacto-
coccus lactis, Bacillus coagulans, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus
acidilactici, Streptococcus sanguis ou Streptococcus thermophilus. Em uma
modalidade particular, o probidtico inativado pode ser E. coli Nissle 1917.
Em outra modalidade, o probidtico inativado pode ser Sacharomyces cerevi-
siae (boulardii) lyo. Em outra modalidade ainda, o probiotico inativado pode
ser Lactococcus lactis L1A. Em uma modalidade adicional, o probiético inati-
vado pode ser S. thermophilus TH-4°.

Em uma modalidade da invengéo, pode ser usado mais do que
um probidtico inativado. Qualquer combinagio de probibticos inativados é
contemplada nessa modalidade, desde que a combinagéo atinja o resultado
pretendido. Em uma modalidade particular, a combinagdo pode compreen-
der um ou mais membros do género Bifidobacterium e um ou mais membros
do género Lactobacillus, tais como BB-12® e LGG que podem ser utilizados.
Em uma modalidade separada, pode ser utilizada uma combinagéo de BB-
12° e LA-5®.

No método da invengédo, uma quantidade terapeuticamente efi-
caz de probidtico inativado é uma quantidade suficiente para reduzir ou pre-
venir a inflamagéo sistémica em um individuo. Essa quantidade pode cor-
responder entre cerca de 1x10* e 1x10"? equivalentes celulares por kg de
peso corporal por dia. Em outra modalidade, a presente invengdo compre-
ende a administragdo de cerca de 1x10° e 1x10° equivalentes celulares por
kg de peso corporal por dia. Em outra modalidade ainda, a presente inven-
gdo compreende a administragdo de cerca de 1x10° equivalentes celulares
por kg de peso corporal por dia. Em outra modalidade, a presente invengao
compreende a administragdo de cerca de 1x10'" equivalentes celulares por

kg de peso corporal por dia.
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Na presente invengao, € utilizado pelo menos um probidtico ina-
tivado que tenha sido inativado. A inativagdo pode ocorrer através de qual-
quer método atualmente conhecido na técnica ou ainda por ser desenvolvi-
do. A inativagdo pode ser obtida, por exemplo, através de tratamento térmi-
co, liofilizag&o, luz ultravioleta, radiagdo gama, pressao, ruptura quimica ou
ruptura mecéanica. Por exemplo, o probidtico pode ser inativado pelo trata-
mento térmico através do armazenamento entre 80°C e 100°C por 10 minu-
tos. O probidtico também pode ser inativado com luz ultravioleta através da
irradiagdo por 5 minutos a uma distancia de 5 cm de uma lampada de UVC
de 30 Watts. Alternativamente, o probiético pode ser inativado com radiagao
gama através da irradiagdo com 2kg-Gray (kGy) usando uma fonte de Co-
balto 60 a uma distancia de 20 cm.

A forma de administragdo do probidtico inativado no método da
invengéo n&o é critica, desde que uma quantidade terapeuticamente eficaz
seja administrada. Em algumas modalidades, pelo menos um probiético ina-
tivado € administrado ao individuo através de comprimidos, pilulas, encapsu-
lados, capsulas, capsulas gelatinosas, capsulas, pastilhas oleosas ou sa-
chés. Em outra modalidade, o probidtico inativado é encapsulado em um
agucar, gordura ou polissacarideo. Em outra modalidade, o probiético inati-
vado € adicionado a um produto alimenticio ou bebida e consumido. O pro-
duto alimenticio ou bebida pode ser um produto nutricional para criangas,
tais como uma férmula de seguimento, leite para o crescimento, bebida, lei-
te, iogurte, suco de frutas, bebida a base de fruta, comprimido mastigavel,
biscoito, bolacha ou leite em pé. Em outras modalidades, o produto pode ser
um produto nutricional para lactentes, tais como uma férmula para lactente
ou um fortificante para o leite humano.

Se, pelo menos, um probiético inativado é administrado através
de uma férmula para lactente, a formula para lactente deve ser nutricional-
mente completa e conter tipos e quantidades adequadas de lipideo, carboi-
drato, proteina, vitamina e minerais. A quantidade de lipideo ou gordura po-
de variar, tipicamente, entre cerca de 3 a cerca de 7 g/100 kcal. As fontes de

lipideo podem ser qualquer uma conhecida ou usada na técnica, por exems-
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plo, 6leos vegetais tais como 6leo de palma, 6leo de soja, palmoleina, éleo
de coco, 6leo de triglicerideo de cadeia média, 6leo de girassol com alto teor
de acido oleico, 6leo de agafrdo com alto teor de &cido oleico e similares. A
quantidade de proteina pode variar, tipicamente, entre cerca de 1 a cerca de
5 g/100 kcal. As fontes de proteina podem ser qualquer uma conhecida ou
usada na técnica, por exemplo, leite desnatado, proteina de soro de leite,
caseina, proteina de soja, proteina hidrolisada, aminoacidos e similares. A
quantidade de carboidrato pode variar, tipicamente, entre cerca de 8 a cerca
de 12 g/100 kcal. As fontes de carboidrato podem ser qualquer uma conhe-
cida ou usada na técnica, por exemplo, lactose, glicose, sélidos de xaropes
de milho, maltodextrinas, sucrose, amido, sélido de xarope de arroz e simila-
res.

Convenientemente, férmulas para lactente comercialmente dis-
poniveis podem ser usadas. Por exemplo, Enfamil®, Enfamil® Premature
Formula, Enfamil® com Ferro, Lactofree®, Nutramigen®, Pregestimil® e Pro-
Sobee® (disponibilizado por Mead Johnson & Company, Evansville, IN,
U.S.A) podem ser suplementados com niveis adequados de probiéticos ina-
tivados e usados na pratica do método da invengao.

Em uma modalidade da invengédo, pelo menos um probiético ina-
tivado pode ser combinado com um ou mais probidticos viaveis para tratar
ou prevenir a inflamacao sistémica em férmulas alimenticias para lactentes.
Qualquer probidtico viavel conhecido na técnica pode ser aceitavel nessa
modalidade, desde que ele atinja o resultado pretendido. Em uma modalida-
de particular, o probiético viavel pode ser selecionado a partir de qualquer
um dos géneros ou espécies de probidticos aqui discutidos.

Se um probidtico inativado viavel é administrado em combinagédo
com o probidtico inativado, a quantidade de probiético viavel pode corres-
ponder entre cerca de 1x10* e 1x10"? unidades formadoras de colénia (cfu)
por kg de peso corporal por dia. Em outra modalidade, os probiéticos viaveis
podem compreender entre cerca de 1x10° e 1x10° cfu por kg de peso corpo-
ral por dia. Em outra modalidade ainda, os probioticos vidveis podem com-

preender cerca de 1x10° cfu por kg de peso corporal por dia. Em outra mo-
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dalidade ainda, os probiéticos viaveis podem compreender cerca de 1x10'
cfu por kg de peso corporal por dia.

Em outra modalidade da invengéo, pelo menos um probiético
inativado pode ser combinado com um ou mais prebioéticos para tratar ou
prevenir a inflamagéo sistémica ou respiratéria em férmulas alimenticias pa-
ra lactentes. Qualquer prebiético conhecido na técnica pode ser aceitavel
nessa modalidade, desde que ele atinja o resultado pretendido. Prebioticos
uteis na presente invengéo incluem lactulose, glico-oligossacarideo, inulina,
polidextrose, galacto-oligossacarideo, fruto-oligossacarideo, isomalto-
oligossacarideo, oligossacarideos de soja, lactossucrose, xilo-
oligossacarideo e gentio-oligossacarideos.

Em outra modalidade da presente invengao ainda, a formula pa-
ra lactente pode conter outros agentes ativos, tais como LCPUFAs. LCPU-
FAs adequados incluem, mas ndo séo limitados a, acido a-linoleico, acido y-
linoleico, acido linoléico, acido linolénico, acido eicosapentanoico (EPA),
ARA e/ou DHA. Em uma modalidade, um probidtico inativado é administrado
em combinagdo com DHA. Em outra modalidade, um probidtico inativado é
administrado em combinagdo com ARA. Em outra modalidade ainda, um
probidtico inativado é administrado em combinagdo com ambos, DHA e A-
RA. Férmulas para lactentes comercialmente disponiveis que contém DHA,
ARA ou uma combinagao desses podem ser suplementadas com pelo me-
nos um probiético inativado e usadas na presente invengdo. Por exemplo,
Enfamil® LIPIL®, que contém niveis eficazes de DHA e ARA, esta disponivel
comercialmente e pode ser suplementado com pelo menos um probiético
inativado e utilizado na presente invengéo.

Em uma modalidade, ambos DHA e ARA s3o usados em combi-
nagédo com pelo menos um probidtico inativado para tratar inflamacgéo sisté-
mica em lactentes. Nessa modalidade, a proporgdo em peso de ARA:DHA
esta tipicamente entre cerca de 1:3 a cerca de 9:1. Em uma modalidade da
presente invengao, a proporgéo esta entre cerca de 1:2 a cerca de 4:1. Em
outra modalidade, a propor¢cao esta entre cerca de 2:3 a cerca de 2:1. Em

uma modalidade particular da invengdo, a proporcédo é de cerca de 2:1. Em
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uma outra modalidade particular da invengdo, a propor¢éo é de cerca de
1:1,5. Em outras modalidades, a proporgéo é de cerca de 1:1,3. Em outras
modalidades ainda, a proporgdo é de cerca de 1:1,9. Em uma modalidade
particular, a proporgdo € de cerca de 1,5:1. Em uma modalidade adicional, a
proporgao € de cerca de 1,47:1.

Em certas modalidades da invengéo, o nivel de DHA esta entre
cerca de 0,0% e 1,00% de acidos graxos em peso.

O nivel de DHA pode ser cerca de 0,32% em peso. Em algumas
modalidades, o nivel de DHA pode ser cerca de 0,33% em peso. Em outra
modalidade, o nivel de DHA pode ser cerca de 0,64% em peso. Em outra
modalidade, o nivel de DHA pode ser cerca de 0,67% em peso. Em outra
modalidade, o nivel de DHA pode ser cerca de 0,96% em peso. Em uma
modalidade adicional, o nivel de DHA pode ser cerca de 1,00% em peso.

Em modalidades da invengéo, o nivel de ARA esta entre 0,0% e
0,67% de acidos graxos em peso. Em outra modalidade, o nivel de ARA po-
de ser cerca de 0,67% em peso. Em outra modalidade, o nivel de ARA pode
ser cerca de 0,5% em peso. Em outra modalidade, o nivel de ARA pode es-
tar entre cerca de 0,47% e 0,48% em peso.

Se incluido, a quantidade eficaz de DHA em uma modalidade da
presente invengdo esta tipicamente entre cerca de 3 mg por kg de peso cor-
poral por dia a cerca de 150 mg por kg de peso corporal por dia. Em uma
modalidade da inveng&do, a quantidade esta entre cerca de 6 mg por kg de
peso corporal por dia a cerca de 100 mg por kg de peso corporal por dia. Em
outra modalidade, a quantidade esta entre cerca de 10 mg por kg de peso
corporal por dia a cerca de 60 mg por kg de peso corporal por dia. Em outra
modalidade, a quantidade esta entre cerca de 15 mg por kg de peso corporal
por dia a cerca de 30 mg por kg de peso corporal por dia.

Se incluido, a quantidade eficaz de ARA em uma modalidade da
presente invengao esta tipicamente entre cerca de 5 mg por kg de peso cor-
poral por dia a cerca de 150 mg por kg de peso corporal por dia. Em uma
modalidade dessa invencgéo, a quantidade varia entre cerca de 10 mg por kg

de peso corporal por dia a cerca de 120 mg por kg de peso corporal por dia.
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Em outra modalidade, a quantidade varia entre cerca de 15 mg por kg de
peso corporal por dia a cerca de 90 mg por kg de peso corporal por dia. Em
outra modalidade, a quantidade varia entre cerca de 20 mg por kg de peso
corporal por dia a cerca de 60 mg por kg de peso corporal por dia.

Se for utilizada uma férmula para lactente, a quantidade de DHA
na formula para lactente pode variar entre cerca de 5 mg/100 kcal a cerca de
80 mg/100 kcal. Em uma modalidade da presente invengdo, DHA varia entre
cerca de 10 mg/100 kcal a cerca de 50 mg/100 kcal; e em outra modalidade,
entre cerca de 15 mg/100 kcal a cerca de 20 mg/100 kcal. Em uma modali-
dade particular, a quantidade de DHA ¢é de cerca de 17 mg/100 kcal.

Se for utilizada uma férmula para lactente, a quantidade de ARA
na férmula para lactente pode variar entre cerca de 10 mg/100 kcal a cerca
de 100 mg/100 kcal. Em uma modalidade da presente invengéo, a quantida-
de de ARA varia entre cerca de 15 mg/100 kcal a cerca de 70 mg/100 kcal.
Em outra modalidade, a quantidade de ARA varia entre cerca de 20 mg/100
kcal a cerca de 40 mg/100 kcal. Em uma modalidade particular, a quantidade
de ARA é de cerca de 34 mg/100 kcal.

Se for usada uma férmula para lactente, a férmula para lactente
pode ser suplementada com 6leos que contém DHA e ARA usando técnicas-
padréo conhecidas. Por exemplo, DHA e ARA podem ser adicionados a for-
mula pela substituigdo de uma quantidade equivalente de um 6leo, tal como
éleo de girassol rico em acido oleico, normalmente presente na férmula.
Como outro exemplo, os éleos que contém DHA e ARA podem ser adiciona-
dos a férmula pela substituicdo de uma quantidade equivalente do restante
de toda mistura de gordura normalmente presente na formula sem DHA e
ARA.

Se utilizados, a fonte de DHA e ARA pode ser qualquer fonte
conhecida na técnica tal como 6leo marinho, dleo de peixe, éleo de organis-
mos unicelulares, lipideo de gema de ovo, lipideo cerebral, e similares. Em
algumas modalidades, DHA e ARA sédo originados de 6leo de organismo
unicelular Martek, DHASCO® ou suas variagbes. DHA e ARA podem estar

em forma natural, desde que o remanescente da fonte de LCPUFA n3o re-
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sulte em qualquer efeito deletério substancial para o lactente. Alternativa-
mente, DHA e ARA pode ser usado na forma refinada.

Em uma modalidade da presente invengao, as fontes de DHA e
ARA s&o 6leos de organismos unicelulares como falado nas Patentes U.S.
N° 5.374.567; 5.550.156; e 5.397.591, cujas descri¢cbes estdo incorporadas
aqui por referéncia em suas totalidades. Entretanto, a presente invengdo ndo
esta limitada apenas a tais oOleos.

Em uma modalidade, uma fonte de LCPUFA que contém EPA é
usada em combinagdo com pelo menos um probidtico inativado. Em outra
modalidade, uma fonte de LCPUFA, que é substancialmente livre de EPA, é
usada em combinagdo com pelo menos um probidtico inativado. Por exem-
plo, em uma modalidade da presente invengdo, uma formula para lactente
que contéem menos do que cerca de 16 mg de EPA/100 kcal, é suplementa-
da com pelo menos um probidtico inativado e usada no método da presente
invengdo. Em outra modalidade, uma férmula para lactente que contém me-
nos do que cerca de 10 mg de EPA/100 kcal, é suplementada com pelo me-
nos um probidtico inativado e usada no método da presente invengdo. Em
outra modalidade ainda, uma férmula para lactente que contém menos do
que cerca de 5 mg de EPA/100 kcal, € suplementada com pelo menos um
probidtico inativado e usada no método da presente invengdo. Outra modali-
dade da invengéo inclui uma férmula para lactente suplementada com pelo
menos um probibtico inativado que é livre de quantidades residuais de EPA.

Acredita-se que o fornecimento de uma combinagdo de pelo
menos um probiético inativado com DHA e/ou ARA fornece efeitos comple-
mentares ou sinergicos com relagdo as propriedades anti-inflamatérias das
formulagGes que contém esses agentes. Apesar de nao desejar estar restrito
a essa ou qualquer outra teoria, acredita-se que probiéticos inativados forne-
cem efeitos anti-inflamatérios, em parte, pela prevengao da ubiquitinacdo de
kB inibitéria. (IxB). Em células normais, IkB se liga ao fator nuclear kB
(NFxB) dentro do citoplasma. Quando ocorre a ubiquitinagéo de IxB, NFxB é
liberado, entra no nucleo da célula e ativa genes que sio responsaveis pela

resposta inflamatodria. E essa interagdo especifica e a alteragdo resultante da
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expressédo de gene que € pensada estar envolvida na modulagéo da infla-
magédo. Acredita-se que probidticos inativados previnam a ubiquitinagdo de
IkB, prevenindo, dessa maneira a liberagdo de NFxB e reduzindo ou preve-
nindo a inflamagao.

Em contraste, acidos graxos -3 tais como DHA sdo pensados
fornecer agao anti-inflamatoria através da alteragdo da produgdo de media-
dores pro-inflamatérios, derivados de acido graxo, amplamente conhecidos
como eicosanoides. Acidos graxos o-6, tais como ARA, que estdo localiza-
dos no pool de fosfolipideo das membranas celulares, sdo liberados durante
a resposta inflamatéria e liberam um pool de ARA livre. Esse pool de ARA
livre é entdo influenciado por duas classes de enzimas, conhecidas como
lipoxigenases e ciclo-oxigenases, que produzem um espectro especifico de
eicosanoides incluindo a série de 2-prostanoides, tais como prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos.

Esses eicosanoides sdo conhecidos por ter uma abundancia de
agdes pro-inflamatérias em varios tipos de células e 6rgdos. E sabido que
dietas ricas em acidos graxos -3, tais como EPA e DHA, sdo competidoras
com acidos graxos »-6 em varias etapas desse processo e, portanto, mode-
ram os efeitos pro-inflamatérios de ARA. Por exemplo, acidos graxos -3
modulam o alongamento de acidos graxos -6 em ARA, a incorporacgao de
ARA no pool de fosfolipideo da membrana celular e a producdo de eicosa-
noides pro-inflamatérios a partir de ARA. A combinagdo de DHA e ARA, por-
tanto, fornece ag6es distintas, mas complementares, para moderar a respos-
ta inflamatéria em multiplos tecidos.

Além disso, em algumas modalidades da invengao, probiéticos
vidveis e inativados sdo administrados em combinagdo um com outro. A
combinagao de probibticos viaveis e inativados é acreditada fornecer efeitos
complementares e sinérgicos com relagéo as propriedades anti-inflamatorias
de formulagdes que contém esses agentes. Embora ndo desejando ficar res-
trito a essa ou qualquer outra teoria, probidticos vidveis sdo considerados
conferir efeitos anti-inflamato6rios em parte através da interacdo com recepto-

res especificos, conhecidos como receptores similares a Tool (TLRs) sobre a
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superficie de células imunes especificas. A interacdo direta ou indireta entre
probidticos viaveis e esses receptores inicia uma cascata de transdugdo de
sinal que resulta na alteragdo da expressdo de gene nessas células-alvo. E
essa especifica interagéo e alteragdo do resultado na expressdo de gene e
outros efeitos celulares que séo acreditados estarem envolvidos na modula-
¢ao da inflamagao. Assim, como probidticos vidveis e inativados s3o consi-
derados operar através de mecanismos diferentes, acredita-se que a combi-
nacao desses componentes fornece efeitos anti-inflamatérios complementa-
res ou sinérgicos.

Além disso, em algumas modalidades da invencéo, pelo menos
um probiotico inativado viavel, pelo menos um probiético inativado e pelo
menos um LCPUFA sdo administrados em combinagdo. Como probidticos
viaveis, probidticos inativados e LCPUFAs sdo considerados operar através
de mecanismos diferentes, acredita-se que a combinagdo desses compo-
nentes forneca efeitos complementares ou sinérgicos com relagédo as propri-
edades anti-inflamatérias das formulagGes que contém esses agentes.

Em algumas modalidades da presente invengéo, o individuo tem
necessidade de tratar, reduzir ou prevenir a inflamagéao sistémica. O indivi-
duo pode estar em risco de inflamag&o sistémica devido a predisposicdo ge-
nética, a dieta, ao modo de vida, a doencas, a distarbios e similares. Por e-
xemplo, um lactente pré-termo ou imunodeprimido pode estar em risco de
inflamacao sistémica e pode, portanto, necessitar de tal tratamento, redugéo
Ou prevengao.

Em certas modalidades, o probiotico inativado pode ser adminis-
trado a um lactente ou a uma crianga para prevenir, tratar ou reduzir a infla-
macgao sistémica. Em uma modalidade, o lactente pode ter menos do que
um ano de idade. Em outra modalidade, a crianga pode estar entre as idades
de um e seis anos. Em outra modalidade ainda, a crianga pode estar entre
as idades de sete e doze anos.

Em uma modalidade da presente invengéo, o individuo é um
lactente amamentado com uma formula. Em uma modalidade, o lactente é

amamentado com uma férmula desde o nascimento. Em outra modalidade, o
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lactente é amamentado ao seio desde o nascimento até a idade que é me-
nor do que um ano e a partir dai € amamentado com uma férmula, em cujo
momento inicia-se a suplementagdo com probiético inativado.

Em uma modalidade particular da presente invengdo, o método
compreende tratar ou prevenir a inflamagéo sistémica em um lactente pré-
termo alimentado com uma férmula. Nesse método, o probidtico inativado
pode ser administrado ao lactente pré-termo na forma de uma férmula infan-
til, fortificador de leite humano ou qualquer outra forma adequada. Além dis-
so, se desejado, o probidtico inativado pode ser administrado ao lactente
pré-termo em combinagdo com DHA, ARA e/ou um ou mais probiéticos via-
veis para criar um efeito anti-inflamatorio potencialmente sinérgico.

Em uma modalidade da presente inveng3o, o probidtico inativa-
do reduz ou previne a liberagéo sistémica de uma ou mais citocinas ou qui-
miocinas pré-inflamatérias. Como usado aqui, citocinas ou quimiocinas "pro-
inflamatérias” incluem aquelas conhecidas na técnica por estarem envolvi-
das na regulagéo positiva de reagdes inflamatérias. Exemplos incluem, mas
néo se limitam a TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-18 e GRO/KC.

Quimiocinas s8o um grupo de citocinas que possibilitam a mi-
graga@o de leucdcitos do sangue para os tecidos no local da inflamacao.
Quando produzidas em quantidades excessivas, as quimiocinas podem levar
a lesdo do tecido saudavel. O oncogene relacionado ao crescimento
(GRO/KC) é uma quimiocina que recruta células imunes para o local da in-
flamagdo. E o equivalente humano para o quimioatraente de neutréfilo indu-
zido por citocina (CINC-1) de rato e esta funcionalmente relacionado a fami-
lia da interleucina-8.

Em uma modalidade posterior da invengao, probidticos inativa-
dos mostraram inibir a translocagéo do fator B nuclear (NFxB). NFxB & um
fator de transcrigdo primario encontrado em todos os tipos celulares, que é
acreditado desempenhar um papel importante no inicio da inflamagao. NFxB
esta presente como um complexo inibitério B (IkB) ligado, latente e inativo
no citoplasma. Quando uma célula recebe qualquer um de uma multiplicida-

de de sinais extracelulares, tais como de citocinas, antigenos bacterianos ou
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radicais livres, NFxB rapidamente entra no nlcleo e ativa genes que séo
responsaveis pela resposta inflamatéria. Foi mostrado que a inibicdo de
NF«xB no inicio da inflamag&o resulta em uma resposta inflamatéria diminui-
da. Lawrence et al., Possible New Role for NFkB in the Resolution of In-
flammation, Nature Med. 7:1291 (2001). Assim, a inibicdo de NFxB através
de uma suplementagdo com probiético inativado da presente invengdo auxi-
lia na redugao ou na prevengdo de inflamacéo sistémica.

Como sera visto nos exemplos, probiéticos inativados tém mos-
trado reduzir a inflamagéo sistémica em lactentes amamentados com uma
formula. Os niveis de CINC-1 e de varias citocinas em ratos lactentes ali-
mentados com uma férmula foram reduzidos a niveis similares aqueles de
ratos lactentes alimentados com leite materno quando suplementados com
probiéticos inativados.

Como serd mostrado nos exemplos, probioticos inativados tam-
bém mostraram reduzir significativamente a produgdo de IL-8, diminuir a
translocagdo de NF-xB e aumentar a producgdo de IkB no epitélio intestinal.
Os inventores descobriram, surpreendentemente, que probiéticos inativados
previnem adicionalmente a ubiquitinagdo de IxB, enquanto que probidticos
viaveis nao previnem.

Os exemplos seguintes descrevem varias modalidades da pre-
sente invengdo. Outras modalidades dentro do escopo das reivindicagdes
ficardo claras para aquele versado na técnica, a partir da consideracédo do
pedido ou da pratica da invengdo como aqui descrita.

Pretende-se que o pedido, junto com os exemplos, sejam consi-
derados apenas como exemplares, com o escopo e espirito da invengao
sendo indicados pelas reivindicagbes que acompanham os exemplos. Nos
exemplos, todas as porcentagens sdo dadas com base no peso, a ndo ser
que seja indicado de outra maneira.

Exemplo 1

Esse exemplo ilustra o efeito da suplementagdo com probiético

inativado sobre a inflamagado sistémica de filhotes de rato recém-nascidos

alimentados com uma férmula. LGG foi usado como o probibtico nesse e-
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xemplo.

Materiais e Métodos

Em dois experimentos separados, ratos lactentes Sprague-
Dawley (Taconic, Germantown, NY) foram designados aleatoriamente para
quatro grupos de alimentagdo por gastrostomia com cinco ratos por grupo:
um grupo de controle (sem LPS ou LGG), um grupo com LPS, um grupo
com LPS mais LGG viavel e um grupo com LPS mais LGG inativado. Ratos
da mesma idade criados pela mae foram usados como controles de referén-
cia. A alimentag&o por gastrostomia, usando o modelo "pup-in-the-cup" para
rato lactente, comegou no dia 7 da vida dos filhotes de rato. Os tubos para
alimentagdo por gastrostomia foram construidos a partir de se¢des de 24 cm
de tubo de polietileno que foram inseridos no estdmago dos filhotes. A colo-
cagao da gastrostomia foi feita sob anestesia com isofluorano. Bombas com
seringa controladas com timer foram conectadas aos tubos de alimentacéo e
foram ajustadas para alimentar os ratos nos primeiros 20 minutos de cada
hora em uma taxa de fluxo dependente do peso.

Durante um periodo de aclimatagédo de dois dias, os filhotes de
rato alimentados por gastrostomia foram alimentados com um substituto de
leite de rata (RMS). Apés o periodo de aclimatagdo, a um dos grupos ali-
mentados com RMS foi dado um suplemento de 1x10® equivalentes celula-
res por kg de peso corporal por dia de LGG inativado. O LGG foi inativado
através de tratamento térmico letal. A um segundo grupo foi dado um suple-
mento de 1x108 cfu/L por kg de peso corporal por dia de LGG viavel. O ter-
ceiro grupo foi alimentado com RMS sem suplementagdo de LGG de qual-
quer tipo. Essas alimentagdes continuaram por 6 dias. Todos os grupos ali-
mentados por gastrostomia receberam a mesma quantidade de gordura e
carboidratos e o componente proteico foi similar a quantidade requerida para
o crescimento normal. Ratos alimentados pela mae da mesma idade foram
usados como controles de referéncia.

Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli 0127:B8 (LPS;
Sigma, St. Louis, MO) foi dissolvido em agua por rotagdo em uma concen-

tragdo de 2 mg/ml. Aos ratos alimentados por gastrostomia foram dados en-
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tre 0,25 e 0,5 mg/kg/dia de LPS através do tubo de gastrostomia comegando
2 dias apods o inicio da alimentagao artificial. Os filhotes foram suplementa-
dos com LPS por 6 dias. Essa dose foi determinada em estudos pilotos para
resultar em tremores, erecdo de pelos e pouco ganho de peso, mas nido es-
tava associada com um aumento significativo da mortalidade durante o peri-
odo de 6 dias.

No final do periodo de 6 dias de tratamento, os filhotes de rato
foram sacrificados com uma dose excessiva de pentobarbital sddico. O in-
testino delgado foi removido e separado em trés partes: o ileo, o jejuno e o
duodeno, armazenados a -80°C para ensaios com enzima e ELISA, ou fixa-
dos em formalina tamponada neutra 10% para morfologia intestinal. Os pul-
moes, figado e plasma foram armazenados a -80°C para ensaios com enzi-
ma e ELISA.

O programa estatistico Sigmastat (SPSS, Chicago, IL) foi usado
para analisar o peso corporal, ELISA para CINC-1 e resultados de ensaio
multiplex de citocina/quimiocina. Todos os dados foram relatados como a
média * desvio-padrao (SD). Uma andlise de via Unica de varidncia entre os
grupos (ANOVA) foi usada para determinar se havia uma diferenca significa-
tiva presente entre todos os grupos de tratamento. O método de Holm-Sidak
foi realizado para comparagdes em pares quando a ANOVA era significativa
com p<0,05.

Resultados e Discussao
Crescimento

Esse exemplo ilustra o efeito da administragao de probidtico so-
bre o crescimento de filhotes apds alimentacdo por gastrostomia. Os filhotes
de rato foram pesados diariamente apds a alimentagdo por gastrostomia e
comparados com animais de referéncia alimentados pela mae. Os animais
alimentados pela mae cresceram mais rapidamente do que os filhotes ali-
mentados por gastrostomia tratados com LPS. O fornecimento de probiéticos
viaveis ou inativados para os filhotes alimentados por gastrostomia tratados
com LPS n&o melhorou o ganho de peso.

CINC-1
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Probidticos viaveis ou inativados reduziram os niveis de CINC-1
na presente invengéo. Os niveis de CINC-1 foram determinados com kits
TiterZyme Enzyme Immunometric Assay para o oncogene relacionado ao
crescimento/CINC-1 de rato (Assay Designs, Ann Arbor, MI). As amostras de
tecido foram isoladas dos extratos celulares de tecidos completos no figado,
intestino, plasma e pulmo. A absorbancia foi determinada em 450 nm e a
concentragdo foi calculada usando a equacéo derivada de uma curva linear
padrao.

Como mostrado nas figuras 1 a 3, os resultados de ELISA mos-
traram que LPS aumentou os niveis de CINC-1 no figado, pulmdes e plas-
ma. Ambos os probiéticos viavel e inativado diminuiram a produgdo de
CINC-1 induzida por LPS no figado (figura 1) e plasma (figura 2) (p<0,05) e
também mostraram uma tendéncia (p=0,09) no pulmao (figura 3).

A figura 1 ilustra que a suplementagdo com probibtico viavel re-
duziu os niveis de CINC-1 no figado em aproximadamente 50%, quando
comparado com o grupo de LPS. Entretanto, o probiético inativado reduziu
os niveis de CINC-1 no figado em cerca de 75%, quando comparado com o
grupo com LPS. Assim, um probiético inativado teve um efeito redutor signi-
ficativamente maior sobre os niveis de CINC-1 no figado do que os probioti-
cos viaveis, indicando um acentuado efeito anti-inflamatério. Similarmente, a
figura 2 ilustra que os niveis de CINC-1 no plasma eram menores no grupo
com probiotico inativado do que no grupo com probiético viavel. No pulméo,
ambos os probidticos viavel e inativado reduziram os niveis de CINC-1 em
um grau similar (figura 3).

GRO/KC

Como mostrado nas figuras 4 e 5, o ensaio multiplex de citocina
mostrou redugées similares nos niveis de GRO/KC no figado e nos pulmdes.
O probiético inativado diminuiu os niveis de GRO/KC em uma extensio mai-
or do que os probio6ticos viaveis no figado, indicando um acentuado efeito
anti-inflamatério (figura 4). Ambos os probidticos viavel e inativado reduziram
os niveis de GRO/KC em um nivel similar nos pulmdes (figura 5).

Os niveis reduzidos de CINC-1 e GRO/KC que foram observa-
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dos no pulmdo no presente experimento, indicam que o efeito anti-
inflamatério de probidticos inativados se estende para 6rgéos distais. Assim,
o efeito anti-inflamatério de probiéticos inativados é realmente de natureza
sistémica.

No figado, a suplementagdo com probiético inativado reduziu os
niveis de CINC-1 para um nivel que era realmente menor do que aquele de
filhotes de rato alimentados com leite materno. No pulmao e no plasma, os
probidticos inativados reduziram os niveis de CINC-1 para um nivel que era
muito similar aquele de filhotes de rato alimentados com leite materno. Es-
ses resultados mostram que probidticos inativados tém a habilidade de redu-
zir a inflamag&o sistémica em um lactente alimentado com férmula para um
nivel que é similar, e em alguns casos menor, aquele de um lactente ama-
mentado ao seio.

Citocinas e Quimiocinas

Probioticos viaveis e inativados também reduzem os niveis de
citocina e quimiocina. Kits de conta multiplex foram adquiridos de LINCO
Research, Inc. (St. Charles, MO, USA). As citocinas/quimiocinas foram ana-
lisadas por um kit que incluia: fator que estimula colénia de granuldcito-
macréfago (GMCSF), interferon-A (IFN-1), interleucina-1a (IL-1at), IL-1B, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-18, Proteina-1 Quimioatraente de
Mondcito (MCP-1), GRO/KC (CINC-1 de rato) e TNF-a.. O ensaio multiplex
foi realizado de acordo com as especificagbes do fabricante. As curvas pa-
dronizadas para cada citocina/quimiocina foram geradas pelo uso de con-
centragGes de referéncia fornecidas pelos fabricantes. Os dados brutos (in-
tensidade fluorescente média) foram analisados pelo MasterPlex Quantitati-
on Software (MiraiBio, Inc., Alameda, CA, USA) para obter os valores de
concentragoes.

Como mostrado na figura 6, os niveis de IL-1B no figado esta-
vam significativamente elevados em filhotes dos grupos alimentados por
gastrostomia, tratados com LPS do que nos filhotes de controle. Ambos os
probidticos viavel e inativado enfraqueceram a elevagéo de IL-1p induzida

por LPS. De fato, os probidticos inativados reduziram os niveis de IL-1B em
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uma extensdo maior do que a suplementagdo com probidtico viavel.Os pro-
bidticos inativados reduziram a expresséo de IL-1B a um nivel que era simi-
lar aquele dos filhotes de controle. Assim, essa parte do experimento ilustra
ainda a atividade anti-inflamatéria sistémica de probiéticos inativados.

Em concluséo, esses resultados mostram que a suplementagéo
com probiético inativado reduz a inflamacgéo sistémica. Além disso, os resul-
tados também mostram que probidticos inativados reduzem a inflamagdo
sistémica em lactentes amamentados com férmula para um nivel que é simi-
lar aquele observado em lactentes amamentados ao seio. Isso esta ilustrado
nos resultados aqui descritos, através da comparacgéo do grupo tratado com
probidtico inativado e o grupo exclusivamente amamentado com leite mater-
no. Em varias ocasibes, a administragio de probidticos inativados resulta em
uma resposta anti-inflamatéria que é muito similar aquela do grupo alimenta-
do com leite materno.

Exemplo 2

Esse exemplo ilustra adicionalmente o efeito de suplementagdo
com probidtico inativado sobre a inflamacdo em filhotes de rato recém-
nascidos alimentados com férmula. Nesse exemplo, LGG foi utilizado como
0 probidtico.

As células epiteliais intestinais foram pré-tratadas com 1x108
cfu/L de LGG viavel ou inativado por UV e entdo estimuladas com Flagellin
500 ng/ml. A producéo de IL-8 foi medida por ELISA. A expressdo de IxB e
de kB ubiquitinado (UbQ-IxB) foi medida por Western Blotting e imunopreci-
pitagdo. A localizagdo de NF«B foi avaliada pela coloragéo imunofluorescen-
te.

Durante o experimento, Flagellin induziu um aumento significati-
vo na produgdo celular de IL-8 (p<0,05). As células pré-tratadas tanto com
LGG viavel quanto com LGG inativado por UV, e entdo estimuladas com
Flagellin, mostraram uma alteragdo significativa em IL-8 (p<0,05), transloca-
¢ao nuclear de NFkB, IkB e UbQ-IkB. Os resultados sdo mostrados na Tabe-
la 1. As setas que apontam para cima indicam um aumento no parametro,

enquanto que as setas que apontam para baixo indicam uma diminuicdo no
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parametro.
Tabela 1: Alteragbes de Expressdo Devidas a Suplementagdo com Probioti-

co Viavel ou Inativado.

IL-8 | Translocagdo de NFkB | IkB UbQ-1kB
Flagellin apenas | 1 0 l T
LGG Viavel ! ! 0 0
LGG Inativado ! ! 1 !

Como mostrado na Tabela 1, Flagellin induziu um aumento signi-
ficativo na produgéo celular epitelial intestinal de IL-8 (p<0,05). A produgao
de IL-8 foi significativamente regulada negativamente na presenca de ambos
LGG viavel e inativado. Além disso, as células estimuladas por Flagellin
mostraram translocagéo nuclear de NFxB, que foi prevenida por ambos LGG
viavel e inativado. Flagellin diminuiu a produgéo de kB, mas esse efeito foi
revertido por ambos os pré-tratamentos com LGG viavel e inativado
(p<0,05). Flagellin e LGG viavel aumentaram UbQ-IkB (p<0,05), enquanto
que LGG inativado diminuiu UbQ-IkB.

Esse exemplo ilustra que ambos os probibticos viavel e inativado
séo eficazes na diminuigdo da produgdo de IL-8, uma citocina pro-
inflamatoria e, por isso, tém efeito anti-inflamatério. Como Flagellin e o pro-
bidtico vidvel aumentaram UbQ-IkB, mas o probidtico inativado diminuiu
UbQ-IxB, probidticos inativados provavelmente operam através de um me-
canismo que previne a ubiquitinagdo de kB, enquanto que probioticos via-
veis provavelmente ndo previnem. Assim, esse exemplo ilustra ainda que
probidticos viaveis e inativados provavelmente operem através de mecanis-
mos diferentes e podem ter efeitos sinérgicos quando administrados juntos.

A presente invengdo mostrou reduzir a inflamagio no figado,
plasma e pulmdes. Como a presente invengio pode ser usada para melho-
rar a condigdo inflamatéria, ela também pode prevenir o aparecimento de
infecgGes ou doencgas deletérias.

Todas as referéncias citadas nesse pedido, incluindo sem limita-
¢éo, todos os documentos, publicagdes, patentes, pedidos de patente, apre-

sentagoes, textos, relatos, manuscritos, brochuras, livros, mensagens de
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internet, artigos de jornais, periddicos e similares, estdo incorporados pela
referéncia nesse pedido em suas totalidades. A discussdo das referéncias é
pretendida meramente resumir as afirmagdes feitas por seus autores e ndo é
feita nenhuma admissdo de que qualquer referéncia constitua a técnica ante-
rior. As requerentes se reservam o direito de desafiar a acuracia e pertinén-
cia das referéncias citadas.

Essas e outras modificagdes e variagdes da presente invencgio
podem ser praticadas por aqueles versados na técnica, sem se afastar do
espirito e escopo da presente invencdo, que esta mais particularmente des-
crita nas reivindicagbes anexas. Além disso, deve ficar compreendido que as
caracteristicas das varias modalidades podem ser permutadas no todo ou
em parte. Além disso, aqueles versados na técnica apreciardo que a descri-
cao precedente € apenas como meio de exemplo e ndo pretende limitar a
invengdo descrita mais adiante em tais reivindicagGes anexas. Entretanto, o
espirito e o escopo das reivindicagées anexas ndao devem ser limitados a

descrigéo das versdes preferidas nela contidas.
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REIVINDICAGOES

1. Produto para criangas ou lactentes compreendendo pelo me-
nos um probidtico inativado, em que o produto ¢ formulado para liberar entre
cerca de 1x10* a cerca de 1x10'® equivalentes celulares de probidtico inati-
vado por kg de peso corporal por dia para uma crianga ou lactente, e em que
com excegao das propriedades reprodutivas, o pelo menos um probidtico
inativado retém as propriedades biologicas reativas celular e molecular do
probibtico viavel.

2. Produto de acordo com a reivindicagao 1, em que o pelo me-
nos um probidtico inativado é selecionado do grupo que consiste em todos
0s probiodticos conhecidos e combinagées dos mesmos.

3. Produto de acordo com a reivindicagdo 1, em que o pelo me-
nos um probidtico inativado é selecionado do grupo que consiste em um
membro do género Lactobacillus, Bifidobacterium e combinagdes dos mes-
mos.

4. Produto de acordo com a reivindicagdo 1, em que o probiotico
inativado compreende uma combinagdo de um ou mais membros do género
Lactobacillus e um ou mais membros do género Bifidobacterium.

5. Produto de acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto é
formulado para liberar cerca de 1x10° a cerca de 1x10° equivalentes celula-
res por kg de peso corporal por dia.

6. Produto de acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto €
formulado para liberar cerca de 1x10° equivalentes celulares por kg de peso
corporal por dia.

7. Produto de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo
ainda pelo menos um probiotico inativado viavel.

8. Produto de acordo com a reivindicagdo 7, em que o probiotico
viavel é selecionado do grupo que consiste em Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG), B. animalis ssp. lactis (BB-12%)e combinagbes dos mesmos.

9. Produto de acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto
compreende ainda, pelo menos, um acido graxo poli-insaturado de cadeia
longa (LCPUFA).



10. Produto de acordo com a reivindicagdo 9, em que o LCPUFA
€ selecionado do grupo que consiste em acido docosa-hexaenoico (DHA),
acido araquidénico (ARA) e combinagdes dos mesmos.

11. Produto de acordo com a reivindicagdo 10, em que a propor-

¢ao de ARA:DHA esta entre cerca de 2:3 e cerca de 2:1.
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RESUMO

Patente de Inveng&o: "PRODUTO CONTENDO PROBIOTICO INATIVADO
PARA CRIANGCAS OU LACTENTES".

A presente invencdo refere-se a um produto para criangas ou
lactentes que compreende pelo menos um probidtico inativado, em que o
produto é formulado para liberar entre cerca de 1x10* a cerca de 1x10" e-
quivalentes celulares de probidtico inativado por kg de peso corporal por dia
para uma crianga ou lactente e em que, com excecgédo das propriedades re-
produtivas, o pelo menos um probidtico inativado retém as propriedades rea-

tivas biolégicas celular e molecular do probidtico viavel.



