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(57) Resumo: LACTOBACILOS PROBIOTICOS FELINOS De acordo com a presente invencéo, é apresentada uma cepa de
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“LACTOBACILOS PROBIOTICOS FELINOS"

CAMPO DA INVENGEO

A presente invencgio refere-ge ao campo de
microorganismos probiéticos, mais especificamente a bactérias
formadoras de &dcido lactico probidticas felinas, bem como

métodos para o uso das mesmas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os wmecanismos de defesa para protegde do trato
gastrointestinal (GI) de mamiferos contra a colonizagdo por
bactérias s8o altamente complexos. O trato GI da maioria dos
mamiferos €& colonizadoe por microflora nativa e por
microorganismos patogénicos invasgivos. Em um estado saudavel,
essas microfloras concorrentes encontram-se em um estado de
equilibrio. A modificagdo do equilibrio da wmicroflora
intestinal pode causar ou evitar diversos transtornos
gastrointestinaig, tanto em seres humanos como em outras
espécies de mamiferos, como animais de estimagdo, inclusive
gatos, cdes e coelhos. O bem-estar de animaig de estimagdo esta
estreitamente relacionado a alimentagédo =) a satde
gastrointestinal, e a manutengdoc do equilibrio da wicroflora
intesgtinal nesses animais pode resultar em animals de estimagdo
mais saudaveis.

0 nimero e a composigdo da microflora intestinal
tendem a ser estéveis, embora idade e dieta possam modificé-los,
A acidez géstrica, a bilis, © peristaltismo intestinal e a
imunidade local s3c fatores considerados importantes na

regula¢do da flora bacteriana presente no intestino delgado de
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seres humanos e diversos outros mamiferos. Freqlientemente, os
transtornos gastrointestinais em animais de estimagio,
inclusive agueles encontrados em felinos, estdo ligados &
proliferag¢do bacteriana e & produgdc de enterotoxinas por
bactérias patogénicas. Esses fatores perturbam o equilibrio da
microflora intestinal e podem promover inflamacdo e respostas
imunolégicas aberrantes.

Ao longo deos Ultimos anos, pesdguisas comegaram a
revelar algumas valiosas cepas de bactérias, e seu usoc potencial
como agentes probidticos. 0s probidticos sdc considerados
preparagdes de bactérias, sejam estas vidveis ou mortas, tendo
constituintes como proteinas ou carboidrateos, ou fragdes
purificadas de fermentos bacterianosg, que promovem a satde dos
mamiferos aoc preservar a microflora natural no trato GI, e ao
reforgar os controles normais contra respostas imuncolégicas
aberrantes. Acredita-se que as bactérias probidticas sejam mais
eficazes quando derivadas da espécie que se pretende tratar, ou
de espécies com parentesco proximo a esta. Portanto, existe uma
necessidade por cepas probidticas derivadas de animais de
estimagdo, para serem utilizadas para animais de estimagdo, gue
sejam diferentes daguelas derivadas de seres humanos.

O documento WO 01/90311 apresenta microorganismos
probiéﬁicos isolados a partir de amcstras fecais obtidas a
partir de gatos, as quais tém atividade probiética. No entanto,
essas bactérias foram obtidas a partir de amogtras fecais, e
podem nédo ser parte da microflora intestinal natural presente

na porgdo superior do trato gastrointestinal.
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Conseqientemente, existe uma necessidade pela
obtengdo de cepas de bactérias, mediante isolamento a partir da
microflora intestinal natural presente na porgdoc superiocr do
trato gastrointestinal, que sejam particularmente adaptadas
para gatos, e que tenham sido selecionadas por suas propriedades
probidticas e capacidade para sobreviver o processamento,
incorporando essas cepas a composicdes gue g8o adequadas a seu
uso,

SUMARIO DA INVENCAO

De acoxdo com a presente inveng8o, 8do apresentadas
cepas de bactérias formadoras de acido léactico do género
Lactobacilli, obtenivel mediante isolamento a partir de trato
gastrointestinal felino ressecado e lavade, e apresentando uma
atividade probiética em animais. As cepas de Dbactérias
formadoras de acide léactico sdo selecionadas, de preferéncia,
dentre as espécies Lactobacillus salivarius, Lactcobacillus
animalis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus johnsonni Lactobacillus brevis, Lactobacillus
bulgaricus, Lactohacillus casei, Lacteobacillus cellobiosus,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbruekii,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus lactis ou Lactobacillus plantarum.

Em uma modalidade preferencial, a cepa de bactérias
formadoras de dcido léctico é selecionada do grupo consistindo
em Lactobacilli com uma segUéncia de polinucleotidec de 1l6s a
238 gue tem mais de 24% de homologia com a SEQ. ID N° 1, mais
de 93% de homologia com a SEQ. ID N°® 2 ou mais de 98% de homologia

com a SEQ. ID n® 3.

™
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Em uma outra modalidade preferencial, a cepa de
bactérias formadoras de &cido léctico é selecionada do grupo
consistindo em Lactobacillus salivarius ss salicinius NCIMB
41287 (AHF 122A), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF
223C), Lactobacillus reuteri NCIMB 4128% (AHF 5119), ou uma
mutagdo das mesmas.

Além disso, a presente invengdo refere-se ao uso das
bactérias formadoras de &cido lactico, obteniveis mediante
igolamento a partir de trato gastrointestinal felino ressecado
e lavado, para a manutengidc e melhoria da satide do animal de
estimacgdo, bem como composigdes compreendendo ag ditas bactérias
formadoras de dcido lactico.

Estes e outros aspectos, bem como caracteristicas e
vantagens da presente invengédo, ficardo aparentes aos elementos
versados na técnica a partir da leitura da presente desgcrigio
SEQUENCIAS

SEQ. ID N°¢ 1 - gegliéncia de nucleotideo do espagador
intergénico 16s-23s de Lactobacillus salivarius subsp.
Salicinius, NCIMB 41287

SEQ. ID N° 2 - sequéncia de nucleotidec do egpacador
intergé&nico 16s-23s de Lactobacillus animalis, NCIMB 41288

SEQ. ID N®° 3 - seguéncia de nucleotidec do egpagador
intergénico 16s-23s de Lactobacillus reuteri, NCIMB 41289

SEQ. ID N° 4 - sequéncia iniciadora 16s-23s de PCR do
lado esquerdo para andlise de seqiéncia.

SEQ. ID N° 5 - seqliéncia iniciadora 16s-23s de PCR do

lado direito para andlise de sequéncia.

NOMEROS DE DEPOSITO DAS BACTERIAS

N
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A Tabela abaixo indica as espécies de Lactobacillus
e seu nimero da cepa, para cepas que sdo exemplos da presente
invengdo. As cepas bacterianas esgtido depositadas junto ao
"National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria"

(NCIMB), Aberdeen, Reino Unido.
Cepa Namerc de Seqiiéncia
depéaito 168-238

Lactobacillus salivarius |NCIMB 41287 |SEQ. ID N© 1
subsp. salicinius

Lactobacillus animalis NCIMB 41288 SEQ. ID N° 2
Lactobacillus reuteri NCIMB 41289 S8EQ. ID N°

DESCRICEO DETALHADA DA INVENCEO

Todos os pesos, medidas e concentragdes na presente
invengdo sdo medidos a 25 °C na composigé&c em sua totalidade,
exceto onde indicado em contrario.

Exceto onde indicado em contradrio, todas as
porcentagens das compogigfes aqui mencionadas sdo porcentagens
em peso, e todas as razbes 830 razdes em peso,

Exceto onde indicado em contrario, todes os pesos
moleculares sdo pesos moleculares médiog ponderais.

Exceto onde indicado em contrario, o contefido de todas
ag fontes de literatura mencionadas neste texto estdo aqui
incorporadas em gua totalidade, por referéncia.

Exceto onde sdo apresentados exemplos especificos de
valores reailg medidos, os valores numéricoes aqui mencionados
devem ser congiderados como sendo qualificados pela expressido

"cerca de".
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No &mbito da descrigdc apresentada a seguir, a
abreviacfo UFC ("unidade formadora de colénia”) indica o nidmero
de células bacterianas revelado por contagens microbioldgicas
em placas de dgar, como & de entendimento comum na técnica.

Para uso na presente invengao, o termo "mutantes dos
mesmos" inclui cepas bacterianas derivadas compreendendo
mutagdes de DNA em outras sequénciag de DNA do genoma bacteriano,
excluindo-se a seqléncia intergénica 16s-23s,

Para uso na presgente invengdo, o terme "mutagdes de
DNA" inclui muta¢des naturais ou induzidas compreendendo ao
menos alteragdes de base finica, inclusive delegdeg, insergdes,
transversfes e outras modificagdes de DNA conhecidas pelos
versados na técnica, inclusive modificagdo genética
introduzida em um nucleotideoc ou seqiéncia de aminoidcidos
original (pai), mantendo-se ac menos S0% de homologia com a
seqgiéncia-pai. De preferéncia, a segiéncia compreendendo a
mutagido ou muta¢des de DNA tem ao wenos 60%, com mais
preferéncia ao menos 75% e, com mais preferéncia ainda, 85% de
homologia com a seqliénecia-pai. Para usc na presente invengdo,
a sequéncia de "homologia" pode gexr determinada mediante o uso
de técnicas-padrdo conhecidas pelos versados na técnica. Por
exemplo, a homelogia pode ser determinada mediante o uso do
algoritmo de homologia "BLAST" disponivel publicamente online
em http://www.ncbi.nlm,.nih.gov/BLAST/.

Para uso na presente inven¢do, © termo "modificacdo
genética” inclui a introdugdo de seqgliéncias de DNA exbgenas e/ou
enddgenas no genoma de um grganismo, seja por meio de insergdo

no genoma do dito organisme, seja por melo de vetores, inclusive

+.
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DNA de plasmidios ou bacteridéfagos, conforme & de conhecimento
deo versado na técnica, sendo que a dita seqléncia de DNA tem um
comprimento de ao menos duas bases de acido desoxirribonucléico.

Para uso na presentée invengdo, © termo "animal de
estimagdo” significa um animal doméstico. De preferéncia,
"animal de estimag3o” significa animais domésticos como felinos
(gatos), caninos (cdes), coelhos, furdes, cavalos, vacas ou
aimilares. Com mais preferéncia, “animal de estimacgido” significa
um gate doméstico.

CEPAS DE LACTOBACILLI FORMADORAS DE ACIDO LACTICO

O primeiro aspecto da presente invengdo compreende
uma cepa de bactérias formadoras de &cido lactico do género
Lactobacilli, obtenivel mediante iscolamento a partir de trato
gastrointestinal felino ressecado e lavado, e apresentando uma
atividade probidética em animais. Os preobidticos consistem em
microorganismos vidveis ou mortos, composicles processadas de
microorganismes, seus constituintes como proteinas ou
carboidratos, ou fragdes purificadas de fermentos bacterianog,
que afetam de modo benéfico um hospedeirc. O uso geral de
bactérias probidticas se d& sob a forma de c&lulas viédveis. No
entanto, isso pode ser estendido a células nfo-vidvels, como
culturas mortas ou composigdes contendo fatores benéficos
expressog pelas bactérias probidticas. Isso pode incluir
microorganismos mortos por meios térmicos, por exposigdc a um
pH alterado, ou submetidog a pressdo. Para o propdsito da
presente invengdo, o termo "probidticos" destina-se a incluir,
ainda, os metabdlitos gerados pelos microorganismos da presente

invengdo durante a fermentagdo, caso estes ndo gejam
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separadamente indicados. Esses metabdlitos podem ser liberado
no meio de fermentagdo, ou podem ser armazenados no interior do
microorganismo. Para use na presente inveng8o, © termo
"probibtico" inclui, também, bactérias, homogenatos
bacterianos, proteinas Dbacterianas, extratog bacterianos,
sobrenadanteg de fermento bacteriano e misturas desses itens,
o8 guals exercem fungdes benéficas ao animal hospedeiro, quando
administrados em uma dose terapéutica.

Descobriu-se gue as bactérias formadoras de A&cido
lédctico do género Lactobacilli, obteniveis mediante isolamento
direto a partir de trato gastrointestinal ressecado e lavado de
mamiferos, sfo aderentes ao trato GI em seguida & alimentagdo
com células bacterianas vidveis, e apresentam, também, uma agdo
imunomodulatéria significativa quando fornecidas aos animais
sob suas formas viavels, naoc-viaveis ou fracionadas. Sem se atexr
a teoria, acredita-se que os Lactobacilli obteniveis mediante
isolamento a partir de trato gastrointestinal ressecado e lavado
mantenham estreita agsocia¢do ecom o8 tecidos mucosos
intestinais. Sem se ater & teoria, acredita-se que isso resulte
na geragdo, pelos oLactobacilli probidticos da presente
inven¢do, de respostas alternativas no hospedeiro, as quaié
regsultam em sua agdo probidtica. Descobriu-se que as bactérias
probibticas obteniveis mediante isolamento a partir de trato
gastrointestinal ressecado e lavado podem modular o sistema
imune do hospedeiro por meio de interagdo direta com o epitélio
mucoso e ¢om as células imunes do hospedeiro. Essa
imunomodulagédc, em conjunto com o mecanismo tradicional de agdo

associado &s bactérias probidticas, isto €, a prevengao da
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aderéncia de patdgenos aos intestinos, mediante oclusdo e
competigdo por nutrxientes, fez dos Lactobacilli da presente
invengdo organismos probidticos altamente eficazes.

Os Lacto_bacil._li da presente inveng8o, obteniveis
mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal felino
ressecado e lavado, apresentam atividade microbicida in vitro
contra divergas cepas/espécies bacterianas patogénicas. Sem se
ater a teoria, acredita-se que essa atividade microbicida in
vitro indique o potencial de atividade probiética in vive em
animais, de preferéncia animais de estimagdoc, come gates. As
bactérias formadoras de acido léactico da presente invengdo
apresentam, de preferénecia, atividade microbicida in vitro
contra Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,
Listeria innocua ou Eschericia coli, com mails preferéncia uma
combinagdo dessas cepas e, com mails preferéncia ainda, todas
essas cepas.

Sem se ater & teoria, acredita-se qgue a atividade
microbicida das bactérias formadoras de &cido lactico da
presente invengloc pode ser o resultado de varias agdes
diferentes realizadas pelas ditas bactérias. Foi sugerido
anteriormente, na técnica, que diversas cepas de bactérias
isoladas a partir de amostras fecais exercem seu efeito
probidtico no trato gastrointestinal, apds seu consumo oral ao
impedir, mediante oclusdo, a fixag8o de organismos patogénicos
4 mucosa intestinal, Isto exige o consume oral de cé&lulas
bacterianags "vivas" ou vidveis, para que uma coldnia de bactérias
se estabelega nos intestinos. No entanto, acredita-se gque the

os Lactobacilli da presente invengdo, obteniveis mediante
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isolamento a partir de trato gastrointestinal canino ressecado
e lavado, embora exergam algum efeito probidtico mediante
oclusdo se fornecidos sob uma forma vidvel, possam oferecer um
efeito probidtico substancial em suas formas tanto vidveis como
nao-vidveis devido & producido, durante a fermentagdo in vitro,
de uma ou mais substlncias gue ou matam os wmicrcorganismos
patogénicos ou inibem sua proliferagdo, e/ou que alteram a
imunocompeténcia do animal hospedeiro. Essa forma de atividade
probidtica € desejdvel, j& que as bactérias da presente invengédo
podem ger fornecidas sob a forma de culturas wvidvelis ou
ndo-vidveils, ou como produtos de fermentagdo purificados e,
ainda assim, proporcionar um efeito terapéutico benéfico ao
animal hospedeiro.

De preferéncia, as bactérias formadoras de é&cido
lactico da presente invengdo s&c capazes de manter sua
viabilidade apds trénsito pelo trato GI. Isso & desejavel, para
que as culturas de bactérias vivas possam ser administradas poxr
via oral, e para que ocorra a colonizag¢do dos apds o trénsito
através do esdbfago e do estdmago. A colonizagdo dos intestinos
pelas bactérias formadoras de &cido lactico da presente
invengdo & desejével para proporcionar ao hospedeiro
beneficios prcbidéticos de longo prazo. A dosagem oral de
células ndo-vidveis ou isolados purificadoes das mesmas induz
beneficios temporédrios mas, como as bactérias ndo sdo vidveis,
ndo sdo capazes de se proliferar e proporcionar, de maneira
continua, um efeito probidtico in gitu. Como resultado, isto
pode exigir que o hogspedelro receba doses regularmente, de modo

a manter os beneficios de salde. Em contraste, as células

Xé%



10

15

20

25

11

viadveils capazes de sobreviver ao trénsito gistrico em sua forma
vidvel e, subseglientemente, colonizar os intestinos mediante
adesdo & mucosa intestinal e proliferag8o sobre a mesma, sdo
capazes de proporcionar de maneira continua os efeitos
probidticos in situ,

Portanto, € preferencial que as bactérias formadoras
de acido lactivo da presente invengdo mantenham sua viabilidade
apds a suspensio em um meio com pH 2,5 durante 1 hora. Para uso
na presente invengfo, o termo "manter a viabilidade" significa
gue ao menos 25% das bactérias inicialmente em suspensdo no meio
de teste sdo viadvels, usando-se o método de contagem em placas
conhecido pelos versados na técnica, De prefer8ncia, o termo
"manter a viabilidade" significa que ao menos 50% das bactérias

inicialmente em suspensdo s3c vidveis. E desejédvel que as

bactérias formadoras de Acido léactico da presente invencdo

mantenham sua viabilidade apds a exposigdo a um baixo pH, ja
gue isso imita a exposigfo aos sucos gastricos no estdmago e
no intestino superior in vive, apds a consumo oral por animais.

Alémdisso, € preferencial que as bactérias formadoras
de dcido lactico da presente invengdo apresentem uma proliferagdo
de ao menos 33% quando na presenga de ao menos 0,5% de sais
biliares de gato. A proliferagdo, para uso na presente invengido,
€ descrita com mais detalhes no Exemplo 3. Com mais preferéncia,
as bactérias da presente invengdc apresentam uma proliferagdo de
ao menos 33% guando na presenga de ao menos 1% de sais biliares
de felino. Com mais preferéncia ainda, as bactérias da presente
inven¢io apresentam uma proliferacdo de 100% na presenga de 0,5%

de gais biliares de gato. Sem se ater & teoria, acredita-se que

~écé7



10

15

20

25

12

as bactérias formadoras de dcido lactico da presente invengdo que

gejam capazes de manter a viabilidade na presenga de ao menos 0, 5%

de sais biliares de gato, sejam capazes de scbreviver s condigdes

presentes nos intestinos. Acredita-se gque isso seja um resultado
da adigdo de bilis de gato ac meio de cultura, reproduzindo as
condigtes do intestino.

Além digso, é preferencial que as bactérias formadoras
de 4&dcido 1léctico da presente invencdc apresentem adesdo
significativa a célulag epiteliais de intestino in vitro. Para
uso na presente invenc3o, o termo "adesdoc significativa"
significa que ao menos 1% do nimero total de bactérias formadoras
de &cido lactice co-incubadas com as célulag epiteliais in vitro
aderem ds ditas células. Com mais preferéncia, ao menocs 5% das
células bacterianas co-incubadas aderem &g cé€lulas in vitro. Sem
gse ater a teoria, acredita-se que a aderéncia a células epiteliais
de intestino in vitro seja uma indicagdo da capacidade das
bactérias formadoras de dcido lactico para colonizar o trato GI
de um animal in vivo.

De preferéncia, a cepa de bactérias formadoras de
dcido lactico de acordo com a presente invengdo & de uma espécie
selecionada do grupo consistindec em Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus animalis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus johnsonni Lactobacillug brevis,

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus

cellobicsus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbruekii,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus lactis ou Lactobacillus plantarum. De

preferéncia, a cepa de bactérias formadoras de dcido lactico &

\?,14
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selecionada do grupo consistindo em Lactobacillus salivarius,

Lactobacillus animalis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

acidophilus ou Lactobacillus johnsonni.

A seqliéncia de polinucleotideo intergénico 16s-23s é
conhecida pelos vergados na técnica como a segiiéncia de DNA, no
genoma bacteriano, gque pode ser usada para identificar
diferentes esgpécies e cepas de bactérias. Essa seqgiéncia de
polinucleotideo intergénico pode ser determinada pelo método
detalhado abaixo, no exemplo 4.

Em uma modalidade preferencial da presente invengio,
a cepa de bactérias formadoras de acido lactico & gelecionada do
grupo consistindo em Lactobacilli com uma segUéncia de
polinucleotideo de 165 a 238 que tem mais de 94% de homologia com
a SEQ. ID N° 1, mais de 93% de homologia com a SEQ. ID N° 2 ou
mais de 98% de homologia com a SEQ. ID n° 3, Com mais preferéncia,
a cepa de bactérias formadoras de Acido lactico é selecionada do
grupe consistindo em Lactobacilli com uma segléncia de
polinucleotideo 16s-23s tendo mais de 28% de homologia com SEQ.
IDN® 1, SEQ. ID N°® 2 ou SEQ. ID N® 3. Com mais preferéncia ainda,
a cepa de bactérias formadoras de dcido lactico de acordo com a
presente invencdo é selecionada do grupo consistinde em
Lactobacilli com uma segiéncia de pelinucleotideo 16s-23s
gelecionada de SEQ. ID N° 1, SEQ. ID N° 2 ou SEQ. ID N° 3., Com
nmais preferéncia ainda, a cepa de bactérias formadoras de acido
lactico de acordo com a pregente invengdo € selecionada do grupo
conegistindo em Lactobacillus salivariug gs salicinius NCIMB

41287 (AHF 1223), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF 223C),
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Lactobacillug reuteri NCIMB 41289 (AHF 511%), ou uma mutacfo das
mesmas ,

A cepa de bactérias formadoras de acido léactico do
género Lactobacilli, obtenivel mediante isolamento a partir de
trato gastrointestinal canino ressecado e lavado, pode sexr usado
para proporcionar beneficios probidticos em seguida ao consumo
via oral em animais, de preferéncia animais de estimagdo ou seres
humanos. Egses beneficios probidbticos geralwmente mantém ou
melhoram a sailde geral do animal. Os elementos ndo-limitadores
de salde e fisiologla animal gue s3o beneficiados, seja
terapeuticamente peleo alivio de gintomas, ou profilaticamente
pela prevencgdo de doengas, incluem trangstornos inflamatdrios,
imunodeficiéneia, doenga inflamatdria intestinal, sindrome do
intestino drritdvel, céncer (particularmente aqueles dos
sistemas gastrointestinal e imune), doenga diarréica, diarrxéia
asgociada ao uso de antibidticos,; apendicite, transtornos
autoimunes, esclerose miltipla, mal de Alzheimer, amiloidose,
artrite reumatdide, artrite, mobilidade das articulacgdes,
diabeteg mellitus, resisténcia a insulina, infeccdes
bacterianas, infecgdes virais, infecgdes fihngicas, doenga
periodontal, doeng¢a urogenital, trauma associado a cirurgia,
doenga metastética induzida por cirurgia, sepse, perda de peso,
ganho de peso, aclUmulo excessivo de tecido adiposo, anorexia,
controle de febre, caquexia, cura de ferimentos, dlceras,
infecgdo da barreira intestinal, alergia, asma, transtornos
respiratdédrios, transtornos circulatdrios, doenga cardiaca
coronariana, anemia, transtorneos do sistema de coagulagéo

sanglinea, doenga renal, transtornos do sistema nervoso

‘“\'1[1 LD
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central, doenga hepitica, isquemia, transtornog nutricionais,
osteoporose, transtornos enddcrinos e transtornos da epiderme.
83o preferenciais o tratamento do trato gastrointestinal,
inclusive tratamento ou prevengdo de diarréia, a regulagdo do
sistema imune, de preferéncia tratamento ou prevencdo de doenga
autoimune e inflamagido, a manutengio ou melhoria da saide da pele
e/ou da pelagem, de preferéncia tratamento ou prevengdo de
doenga atépica da pele, a melhoria ou redugdc dos efeitos do
envelhecimento, inclusive consciéncia mental e niveis de
atividade, a prevengdo de transtornos associades ao eixo
hipotalamico-hipofisdric-adrenal, e a melhoria da gaide das
articulagdes, de modo a otimizar a mobilidade.

O tratamento dos transtornos apresentados acima pode
ser medido mediante o uso de técnicas conhecidas pelos versados
na técnica. Por exemplo, transtornos inflamatdrios, incluaive
doenga autoimune e inflamagdo, podem ser detectados e
monitoradog utilizando-se testes de fungfo imune in vivo, como
blastogénese de linfécitos, atividade de células "Natural
Killexr", resposta de anticorpos a-vacinas, hipersensibilidade
de tipo retardado e combinagdes desses itens. Esses métodos sdo
brevemente descritos na presente inven¢do, mas bem conhecidos
pelos versadog na técnica,

1. Blastogénese de linfécitos: Este ensaio mede a resposta
proliferativa in vitro de linfécitos isolados a partir de
sangue integral fresco obtido de animais de teste e de
controle para diversos mitogénios, e € uma medida da fungio
geral das células T e B. Em resumo, as& células

mononucleares do sangue periférico (PBMC, ou "peripheral
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blood mononucleocytes") s3o isolados a partir de sangue
integral por meic de métodos Ficoll-Hypagque de
centrifugagdc por densidade, conhecidos pelos versados na
técnica. As PBMCs iscladas sdo lavadas duas vezes em meio
celular RPMI 1640 suplementado com HEPES, L-glutamina e
penicilina/estreptomicina, As c¢élulas lavadas s&o
ressuspensas em RPMI 1640 e contadas, & a densidade de
células & adequadamente ajustada. As 2x10° células s3o
expostas a uma gama de concentragdes (de 0,1 pug/mL a
100 yg/mL) de diversos mitogénios, exemplos dos quais
incluem mitogénio de caruru-de-cacho (Gibco) ,
fitoemaglutinina (Gibco) e concanavalina A (Sigma), em
triplicata, durante 72 horas a 37 °C & 5% de CQ; com 10%
de soro fetal bovino (Sigma). A 54 horas, as células sao
pulsadas com 1 uCi *H-timidina e coletadas, e as contagens

de cintilagdo sdo lidas em um TopCount NXT a 72 horas.

. Atividade de c€lulas "Natural Killer": Conforme descrito em

US 6.310.090, este ensaic mede a atividade efetora in vitro
de células "natural killexr" (NK) isoladas a partir de sangue
integral fresco de animais de teste e de controle. As
células "natural killer" (NK) s&@o um componente da fungio
imune inata de um mamifero. As cé€lulas de adenocarcinoma
de tirdide felino sfoc usadas como células-alvo na avaliag8o

da atividade citotdxica de células NK. Foli anteriormente

-

demonstrado que essga linhagem de células & suscetivel a

morte por células NK felinas. As células-alvo foram
cultivadas em um frasco T75 com 20 mk de meio minimo

essencial (MEM; Sigma Chem., Co., St. Louis, MO, EUA.),
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suplementado com 10% de sorc fetal de bezerxo (FCS), 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Quando
confluentes, as célulasg-alvo foram tripsinizadas, lavadas
3 vezes e ressuspensas a 5x10° células/mL em meio completo
(REMI-1640 + 10% FCS+100 U/mL de penicilina + 100 pug/mL de
estreptomicina). Triplicatas de aliquotas de 100 puL das
células-alvo foram pipetadas em placas com 96 cavidades de
funde em U (Costar, Cambridge, Massachussets, EUA) e
incubadas durante 8 horas para permitir a aderéncia das
células. Os linfdcitos (células efetoras, 100 pl) isolados
por meio de separagdc Ficoll-Hypaque (conforme descrito
acima) foram, entdo, adicionados as células-alvo para se
obter uma razdo entre célulag efetoras e cé&lulas alveo (E:A)
de 10:1. Apbds 10 horas de incubagdo a 37 °C, foram
adicionados 20 uL de um substrato contendo 5 4g de brometo
de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio
(MTT) . A mistura foi incubada durante 4 horas a 37 °C, apds
os gquais o MTT ndo-metabolizado fol removido por aspiragio.
Os cristais de formazan foram disgsolvidos mediante a adigdo
de 200 puL de etanol a 95%. A densidade éptica (DO) foi
medida em £70 nm, utilizando-se um leitor de microplacas.
A porcentagem de morte celular especifica para célula NK

foi calculada conforme exposto a seguilr:

Citotoxicidade egpecifica (%) = 100 x {1 - [(DO de células-alvo

e células efetoras - DO de células efetoras)/ (DO de

células—alvo)]_}
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Resposta de anticorpos a vacinas: Os individuos de teste
receberam um conjunto (até 5) de vacinas apds ao menos 12
semanas de alimentagdo probidtica ou de controle. 2As
vacinas podem ser uma mistura de vacinas novas e
redundantes. Alguns exemplos nio-limitadores de conjuntos
de vacina que podem ser usado incluem misturas de vacinas
preparadas por Fort Dodge Animal Health. Alguns exemplos
nao-limitadores de vacinas adequadas ao uso na presente
invengao incluem cinomose felina, adenovirus,
coronavirus, parainfluenza, e parvovirus. A histdria de
vacinagdo do individuc determinard as vacinas a serem
utilizadas. As gquantidades, no sangue, de anticorpos
egspecificos para as vacinas administradas s8oc medidas
durante 3 gsemanas, sendo c¢onparadas a duragioco e a
intensidade da resposta nos grupos com alimentag&o de
controle e probidtica. H

Hipersensibilidade de tipo retardado: Um método in vivo
ndo-invasivo para avaliag¢do do estado do sistema imune.
Este teste compreende uma injegdo intradérmica do
mitogénio policlonal fitoemaglutinina (PHA) em combinagdo
com eritrdcitos de ovelha, uma wvacina multivalente,
histamina (100 uL de fosfato de histamina a 0,0275 g/L,
Greexr, Lenoir, NC), ou PBS (100 uL de solugdo salina
tamponada com fosfato a 8,5‘9/L, Sigma). A resposta
imunolégica ao antigeno € registrada como espessura da
dobra de pele, usando calibres, em intervalos de tempo de
0, 24, 48 e 72 horas apds a injegdo. Um aumento na espessura

da dobra de pele indica uma maior resposta de

\j( 7



10

15

20

25

19

hipersensibilidade, que deve diminuir mediante o

tratamento com as bactérias da presente invencio.

Métodos adicionais para a determinagdo do efeito das

bactérias Lactobacilli da presente invengdo sfo descritos em US
6.133.323 e US 6.310.090.

Além disso, a melhoria gquanto aos efeitos do
envelhecimento pode ser determinada mediante o wuso de
abgsorptometria de dupla emissido de raiocs X ou tomografia
computadorizada para medir a composigdo corporal, inclusive
massa corporal gorda, massa corporal magra e conteddo mineral
6sseo. De modo similar, esse método pode ser usado para
determinar alteragdes de anatomia como perda de peso ou
densidade Gssea em individuos, apds infecqgdo,

08 Lactobacilli da presente invengdo também podem ger

usados em um método para redugdo dos niveis de estresse em

animais de estimagdo. As concentragdes gsanglUineas de hormdnios
de estresse, inclusive epinefrina, norepinefrina, dopamina,
cortisol e proteina C-reativa e outras proteinas de fase aguda
podem ser wmedidas para determinar os niveis de estresse e sua
reducdo ou manutengdo. Esses horménios s8o reconhecidos
biomarcadores de estresse, e podem sSer prontamente medidos
mediante o uso de técnicas conhecidas pelos versados na técnica.
Adicionalmente, a medigdo direta do tamanho adrenal como um
marcador in vivo da atividade do eixo
hipotalé&mico-hipofisério-adrenal pode ser feita por meioc de
imagens de tomografia computadorizada.

Além disso, a manutengdo ou a melhoria da sadde da

pele e/ou da pelagem de animais de estimag8o, inclusive de

55
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doenga atdpica da pele, pode ser medida mediante o uso de

avaliagdes de pele e pelagem conduzidas por deois individuos

treinados. Exemplos de critérios examinados durante essas

avalia¢des incluem:

a)

b)

c)

Indice de queda de pélos: Um indice de gueda de p&los &
atribuido a cada individuo de teste mediante a coleta de

pélos produzidos durante uma sessdo de escovagdo

padronizada. 0Og pélos sdo retidoe e pegados, e os

individuos de controle e de teste sdo comparadoes.
AvaliagBes subjetivas de pele/pelagem: Examinadores
treinados avaliam subjetivamente as condigdes de pele e
pelagem, mediante a determinagio de queda de pélos, caspa,
brilho, uniformidade, maciez e densidade.

Avaliagdo funcional da pele: A fung@o de barreira da pele
pode ser avaliada mediante a esfregagdc da superficie da
pele com uma gaze encharcada em acetona. Essa técnica
perturba, de maneira eficaz, a fungdo de barreira da pele
ac remover da camada cdrnea camadas celulares individuais,
juntamente com as fragdes de lipidio a estas associadas.
A perturbagdo da barreira é guantificada por meic da
medigdo do aumento na perda transepidérmica de dgua (PTEA)
e do grau de vermelhiddo do local ofendido, mediante o uso
de wmétodos c¢onhecidos pelog versadog na técnica. As
pontuagfes para vermelhidédo (eritema) sdo obtidas mediante
o usc do sistema de cadmera e iluminagdo anteriocrmente
descrito. Os registros de PTEA e as pontuagdes de
vermelhiddo sfdo obtidos imediatamente antes e depois da

perturpagdo, bem como nos pontos finais ds cinco e &s 24
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horas, para avaliar as propriedades de protegdo e cura da
pele.

O tratamento ou prevengdo de diarréia em animais de
estimagao pode ser medido utilizando-se um método de pontuagéo
das fezes. A pontuaglic das fezes pode ser regiptrada
diariamente, de acordo com as seguintes diretrizes, sendo os
grupos de controle e de teste comparados antes e depois da

alimentacdc com as bactérias, de acordo com a presente invengio.

Pontuacdo: 5 Extremamente seca

Estas fezes s8c duras e ndo aderem a superficies,
Estas fezes rolam quando empurradas., Nao &3o produzidas
indentagdes guandc estas fezes sfo apanhadas. Estas fezes sdo
freqlientemente defecadas em grupos de unidades individuais, em
vez de uma unidade completa. Estas fezes mantém seu formato
original apdés a coleta.

Pontuagdo: 4 Firme (fezes ideais)

Estas fezes sdo firmes, bem formadas e cilindricas,
Estas fezes ndoc se rompem facilmente gquando apanhadas. Estas
fezes podem deixar residuos sobre superficies e luvas. Estas
fezes s3o freglentemente defecadas como uma sd unidade., Estas
fezes mantém seu formato original apés a coleta.

Pontuagdo: 3 Mole, com formato

Estas fezes gdoc moles, mno entanto tém formatos
definidos. Estas fezes se rompem facilmente e, definitivamente,
deixam residuos sobre superficies e luvas. Estas fezes
freqlientemente perdem seu formato original apds a coleta. Estas
fezes freqlentemente se apresentam em conjunto com outra

pontuagdo, mas podem compreender a totalidade da amostra.

Xéfﬁt
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Pontuacgdo: 2 Mole, sem formato

Estas fezes sdo moles e ndc apresentam formato
cilindrice. O formato freglientemente associado a um “tipo 2" &
aquele conhecido como "excremento de vaca". Estas fezes perdem
o formato original guando coletadas, e definitivamente deixam
residuos sobre superficies e luvas. Estas fezes freqlientemente
ge apresentam em conjunto com outra pontuagdo, wmas podem
compreender a totalidade da amostra. Estas amostras podem se

espalhar por uma area de varios centimetros.

Pontuagdo: 1 Liguida

As fezes com esta pontuagdo sempre parecerdo
liguidas, e pode ou ndo haver a pregenga de matéria particulada.
Estas fezes sdo freglientemente defecadas em grupos de montes,
em vez de uma unidade completa. Muco estd freqlientemente
presente nas amostras deste tipo. Ag amostras deste tipo de fezes
sdo de coleta muito dificil, e sempre deixa residuog em
superficies e luvas. Estas amostras podem se espalhar por uma
drea de varios centimetros,

Além dissgo, 88c registradas outrag observacgdes,
inclusive: presenga de sangue, de cobjetos estranhos ou de muco
nas fezes.

Além disso, o tratamento de infecgdo gastrointestinal
em animais de estimagdo pode compreender a otimizagdo da
ecologia mwicrobiana dos mesmeos, A otimizagdo da ecologia
microbiana em animais de estimagdo compreende, de preferéncia,

a redugio dos teoresg de bactérias patogénicas nas fezes dos

mesmos. 08 teores de bactérias patogénicas pregsentes nas fezes

de animais de estimagdo podem ser enumerados mediante o uso do

+
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método padrdo de contagem em placa, conhecido pelos versados na
técnica. Com mais preferéncia, as bactérias patogénicas sio
selecionadas a partir do grupo consistindc em Clostridia,
Escherichia, Salmonella, bactercides e combinagdes das mesmas.
Alguns exemplos ndo-limitadores de cepas de bactérias
patogénicas adequadas incluem C. perfringens, C. difficile,
Eschericia coli, Salmonella typhimurium e combinagdes destas.

O método de uso das bactérias da presente invengio
pode incluir, também, o tratamento profilé&tico ou terapéutico
do trato urindrio de mamiferos, de preferéncia animais de
estimagdo. Alguns exemplog ndo-limitadores de tratamentos do
trato urindrio incluem tratamento ou prevengdo de infeccdes do
trate urindrio, tratamento ou prevengido de doengas renais,
inclusive pedras no trato urindrio, tratamento ou prevengdo de
infecgBes na bexiga, e similares. Sem se ater a teoria,
acredita-se gue as bactérias Lactobacilli da presente invengdo
sdo Uteis na prevengdo dessgas doengas como resultado de sua
capacidade para degradar o &cido ox&dlico, conforme demonstrado
invitro, 0 dcido oxdlico € um subproduto do metabolismo urindrio
gque pode formar precipitados insoldveis, os quais resultam em
infecgdes nos rins, na bexiga e em outras partes do tratoc
urindrio. Ac degradar o @&cido oxédlico e, portanto,
potencialmente evitar sua precipitagdo e acimule no trato
urinédrio, as bactérias da presente invengdo podem tratar e
prevenir infecgfes e outras doengas do trato urindrio. A
degradacgdo do dcido oxdlico pode ser medida in vitro mediante
o uso do kit para testes de dcido oxdlico cat # 755699, disponivel

=

comercialmente junto & Boehringer Mannheim/R-Biopharm.

Vit
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Os Lactobacilli da presente invengdo podem sexr usados
em um método para a melhoria ou manutengdoc da salide de animais
de estimac¢do, compreendendo a melhoria da digestdoc de fibras.
A melhoria da digestdo de fibras € desejdvel, pois promove a

proliferagdo das ditas bactérias probiéticas, bem como da

microflora enddgena benéfica, o que auxilia na supressio de

algumas bactérias potencialmente patogénicas. Além disso, uma
diminuig@o na quantidade de metabdlitos téxicos e enzimas
nocivas que resultam da fermentagdo coldnica foi documentada em
seres humanos (Tomomatsu, H. "Health effects of
oligosaccharides", (1994) Food Technol, 48, 61-65). A digestio
de fibras pode ser determinada mediante o uso do método descrito
em Vickers et al. (2001), "Comparison of fermentation of selected
fructooligosaccharides and other fiber substrates by feline
colonic microflora”, Am, J. Vet. Res. 61 (4), 609-615, exceto
pelo fato de que em vez de inocular usando amostras fecais
diluidas, cada experimento utilizou culturas puras das cepas
bacterianas em guestdo.

As cepas probidticas felinas da presente invengdo
podem ser usadas para reduzir o odor das fezes e da urina e,
concomitantemente, na caixa de areia, mediante a redugdo da
produgdo de compostos, nas fezes & na urina, ¢ue causam odor.
Alguns exemplosz ndo-limitadores de compostos causadores de odor
incluem aménia, inddéis, fendis, aminas, dcidos graxos de cadeia
ramificada e compostos volateis contendo enxofre. Sem se ater a
teoria, acredita-se que a redugao dos teores desses compostos nas
fezes ou na vrina de um animal de estimagdo reduz o odor associado

ds mesmas. Além disso, para animais de estimagdo que usem caixa
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de areia, hé& uma diminui¢io concomitante no odor da caixa de
areia,

O método de uso das bactérias formadoras de &acido
lactico da presente invengdo tipicamente envolve o consumo oral
pelo animal. O consumo oral pode ocorrer como parte da ingestdo
dietdria normal, ou sob a forma de um suplemento 4 mesma. O consumo
oral tipicamente ocorre ac menos uma vez por més, de preferéncia
ao menos uma vez por semana e, com mais preferéncia, aoc menos uma
vez pox dia. As bactérias formadoras de dcido lactico da presente
invengdo podem ser administradas ao animal de estimagdo em uma
quantidade terapeuticamente eficaz para manter ou melhorar a
salde do animal, de preferéncia um animal de estimagdo. Para uso
na presente invencio, o termo “guantidade terapeuticamente
eficaz", no que se refere &s bactérias formadoras de d&cido
lactico, signifieca aquela quantidade de Dbactérias gue @€
suficiente para proporcionar o efeito ou beneficic desejado a um
animal hospedeiro precisando de tratamento, porém baixa o
suficiente para evitar efeitos adversos come toxicidade,
irritagdo ou resgposta alérgica, proporcionalmente a uma relagdo
risco/beneficio razodvel guando usada do modo indicado na
presente invengdo. A "quantidade terapeuticamente eficaz”
especifica ir3d variar conforme fatores como a condigdo especifica
gsendo tratada, as condigbes fisicas do usuario, a duragdo do
tratamento, a natureza da terapia gsimultlnea (caso haja), a forma
de dosagem especifica a ser utilizada, o veiculo empregado, a
solubilidade da forma de dosagem, e o regime de dosagem

especifico.
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De preferéncia, as bactérias formadoras de &cido
léctico sdo fornecidas ao animal de estimagdo emuma dose na faixa
de 1,0E+04 a 1,0E+14 ufc por dia e, commais preferéncia, na faixa
de 1,0E+06 a 1,0E+12 ufc por dia. A composigdo pode conter, de
preferéncia, ao menos 0,001% de bactérias formadorasg de dcide
lactico do género Lactobacilli, mna faixa de 1,0BE+04 a
1,0E+12 ufec/g, obteniveis mediante isolamento a partir de trato
@I felino ressecado e lavado. As bactérias formadoras de dcido
lactico podem ser administradas ao animal em sua forma vidvel,
sob a forma de células mortas, ou como destilados, isolados ou
outras fragdes dos produtos de fermentaglioc das bactérias
formadoras de &cido lactico da presente invengdo, ou gualguer
mistura desses materiais.

De preferéncia, as bhactérias formadoras de &cido
lactico, ou uma frag8o purificada ou isoclada das mesmas, sio
usadas para preparar uma composigdo destinada a wmanter ou
melhorar a salde de um animal. Conforme indicado acima, a
composicio pode ser parte da ingestfo dietéria normal, ou pode
ser um suplemento. Nos casos em gque a composigdo faz parte da
ingestdo dietéria normal, esta pode estar scb a forma de um
alimento seco para animais, como biscoitog ou ragdo, um alimento
a base de gridos processados, um alimento Gmido para animais,
iogurtes, molhos, itens mascaveis, petiscos e similares.

Essas composgsicdes  podem compreender outros
componentes. Outros componentes sido benéficos para inclusdo
nas compogigdes usadas na presente invengdo, mas sédo opcionais
para os propdsitos da invengdo. Por exemplo, as composigdes

alimenticias sdo, de preferéncia, nutricionalmente
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balanceadas. Em uma modalidade, as composi¢des alimenticias
podem compreender, com base na matéria seca, de cerca de 20%
a cerca de 50% e, de preferéncia, de cerca de 22% a cerca de
40% de proteina bruta, em peso da composigdo alimenticia. O
material de proteina bruta pode compreender qualquer material
tendo um teor de proteinas de ao menos cerca de 15% em peso,
sendo que alguns exemplos ndo-limitadores destes incluem
proteinas vegetais como feijdo soja, caroge de algodido e
amendoim, e proteinas animais como caseina, albumina e tecido
cérneo. Alguns exemplos ndo-limitadores de tecido cadrneo Gtil
a4 presente invengdo incluem carne fresca e farinhas secas ou
procesgsadasg, como farinha de peixe, farinha de aves, farinha
de carne, farinha de ossos e gimilares. Qutrog tipos de fontes
adequadas de proteina bruta incluem gliten de trigo ou de milho,
e proteinas extraidas de fontes microbianas, como levedura.

Além disso, as composigbes alimenticias podem
compreender, com base na matéria seca, de cerca de 5% a cerca de
35% e, de preferéncia, de cerca de 10% a cerca de 30% de goxdura,
em peso da composigdo alimenticia. Além disso, as composigdes
alimenticias compreendendo as bactérias formadoras de &acido
léctico da presente invengdo podem, também, compreender de cerca
de 4% a cerca de 25% de fibra dietéria total. As composigdes poden,
também, compreender miltiplas fontes de amido, conforme descrito
em WO99/51108,

As composigBes da presente invengdo podem conter,
ainda, uma fonte de carboidrato., 830 fontes ilustrativas os
grdos ou cerealis como arroz, milhe, milo, soxgo, cevada,

alfafa, trigo e similares. Além disso, as composigdes também

&
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podem conter outros materiais, como soro de leite seco e outros
subprodutos lacteos.

As composigdes compreendendo as bactérias da presente
invengdo podem, também, compreender um prebidtico. O termo
"prebidtico” inclui substincias ou compostos gue s3o fermentados
pela flora intestinal do animal de estimagdo e,
conseqientemente, promovem a proliferagdo ou o desenvolvimento
de bactérias formadoras de Acido léctico no trato
gastrointestinal do dito animal, em detrimento de bactérias
patogénicas. O resultado dessa fermentacio & uma liberacio de
dcidos graxos, em particular dcidos graxos de cadeia curta, no
célon. Isto tem o feito de reduzir o valor de pH no célon. Alguns
exemplos nd@o-limitadores de prebidticos adeguados incluem
cligossacarideos, como inulina & seus produtos de hidrdlise
conhecidos como frutooligosacarideos, galactooligogacarideos,
xilooligossacarideos, ou oligoderivados de  amido. Os
prebidticos podem ser fornecidos sob gualguer forma adequada.
Por exemplo, o prebidtico pode ser fornecido sob a forma de
material de origem vegetal contendo essas fibras. Os materiais
de origem vegetal adeguados incluem aspargo, alcachofras,
cebolas, trigo ou chicdria, bem como residuos desses materiais
de origem vegetal . Alternativamente, a fibra prebidtica pode ser
fornecida sob a forma de um extrato de inulina, sendo adequados,
por exemplo, os extratos de chicéria. Os extratos de inulina
adeguados podem ser obtidos junto 3 Orafti SA de Tirlemont 3300,
Bélgica, sob a marca registrada "Raftiline". Por exemplo, a
inulina pode ser fornecida sob a forma de Raftiline (g) ST, que

& um pd branco finc que contém de cerca de 90% a cerca de 94%,

&
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em peso, de inulina, até cerca de 4%, em peso, de glicose e
frutose, e de cerca de 4% a 9%, em peso, de sacarose.
Alternativamente, a fibra pode estar gob a forma de um
frutooligossacarideo como aquele obtide junto & Orafti SA de
Tirlemont 3300, Bélgica, sob a marca registrada "Raftilose", Por
exemplo, a inulina pede ser fornecida sob a forma de Raftilose
(g) P55. De outro modo, os frutooligosacarideos podem ser
obtidos pela hidrélise da inulina por meio de wmétodos
enzimdticos, ou mediante o uso de microorganismos.

Para alimentos secos para animal de estimagdo, um
processo adequado €& a cocgac com extrusdo, embora assamento e
outrog processos adequados possam ser usados. Quando cozide com
extrus@o, o alimento seco para animais de estimacgéo é geralmente
fornecido sob a forma de uma ragdo. Se for usado um prebidtico,
este pode ser misturado, antes do processamento, aos demais
ingredientes do alimento seco para animais de eztimagdo. Um
processo adequado & descrito no Pedido de Patente Européia N°
0850569, Se for usado um microorganismo probidtico, & melhor que
gste seja aplicado como um revestimento ou um recheio no alimento
seco para animais de estimagdo. Um processgo adequado &€ descrito
na publicagdo de patente europé&ia nimero EP 0 862 863,

Para alimentos Umides, o8 processos descritos nas
patentegs U.S. N° 4.781.939 e 5.132.137 podem ser usados para
produzir produtos cldrneos simulados. Outros procedimentos para
a produgéo de produtos em pedagos também podem ser usados como,
por exemplo, cozimento em um forno a vapor. Alternativamente,
produtos em fildo podem ser produzidos mediante a emulsificagio

de um material céarneo adequado para produzir uma emulsio de
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carne, adicionando-se um agente gelificante adequado e
aguecendo-se a dita emulsdo de carne, antes de acondicionar a
mesma em latas ou outros recipientes. As composigdes
alimenticias OGmidas tipicas podem compreender de cerca de 5% a

cerca de 15% de proteina, de cerca de 1% a cerca de 10% de goxrdura,

e de cercade 1% a cerca de 7% de fibras. Exemplos ndo-limitadores

de ingredientes que podem sexr usados em composigles alimenticias

Umidas incluem frango, peru, carne bovina, pescado branco, caldo
de frango, caldo de peru, caldo de carne bovina, figado de
frango, quirela de arroz, grits de milhe, farinha de peixe, cvos,
polpa de beterraba, cloreto, farelo de linhaga, cordeiro,
subprodutos de carne bovina, subprodutosg de frango e misturas
desses itens.

Em outra mecdalidade, as composigbes de suplemento
como biscoitos, itens mascdveis e outros petiscos podem
compreender, com base na matéria seca, de cerca de 20% a cerca
de 60% de proteina, cu de cerca de 22% a cerca de 40% de proteina,
em peso da composiglo de suplemento. Como ocutro exemplo, as
composigdes de suplemento podem compreender, com base na matéria
gseca, de cerca de 5% a cerca de 35% de gordura, ou de cerca de
10% a cerca de 30% de gordura, em pesc da composigdo de
suplemento. As composigbes alimenticias e de suplemento
destinadas ao uso por felinos s&o de conhecimento comum na
técnica.

Os alimentos para animal de estimacfo podem conter
outros agentesgs ativos, como Acidos graxos de cadeia longa e
zinco. Os dcidos graxos de cadeia longa adequados incluem acido

alfa-linoléico, &cido gama-linolénico, &cido linoléico, acido

foa
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eicogapentandico e Acido docosaexandico, Os Sleos de peixe sdo
uma fonte adequada de &cidos eicosapentandicos e &cido
docosaexandica.

0 6leo de borragem, o &leo de semente de groselha
negra e o Oleo de primula sdc fontes adequadas de &cido
gama-linolénico. Os 6leos de cartamo, og 6leos de girassol, os
6leos de milho e os 6leos de soja sdo fontes adequadas de adcido
linolé&ico. Esses Slecs também podem ser usados nos substratos
para revestimento mencionados acima. O zinco pode ser fornecido
de diversas formas adegquadas, por exemplo como sulfato de zinco
ou 6xido de zinco. Além disgso, muitos ingredientes comumente
usados em alimentos para animal de estimagdo g&o fontes de
dcidos graxog e de zinco. Tem gido observado gque a combinacdo
de chicéria, como uma fonte de prebidtico, com um dlec rico em
dcido linoléice, como o Sleo de soja, proporciona beneficios
inesperados; que sugerem um efeito sinérgico.

Nos casog em que a composigdo estd sob a forma de um
molho, esta compreende, de preferéncia, aoc menos 10% de um
caldo, sendo que alguns exemplos ndo-limitadores destes
incluem caldos de vegetais, de carne bovina, de frango ou de
presunto. As composigdes de molho tipicas podem compreender de
cerca de 0,5% a cerca de 5% de proteina bruta, de cerca de 2%
a cerca de 5% de gordura bruta, e de cerca de 1% a cerca de 5%
de fibras.

Alguns outros exemplos ndo-limitadores de
suplementos adequados ac uso na presente invengdo incluem pds,
suspensdeg de 6leo, suspensfes &8 base de leite e gueijos, e

compogigdes a4 base de manteiga de cacau bem como pilulas ou
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cédpsulas. Nos casos em gue a composigdo estéd sob a forma de uma
pilula, agentes de ligagédo adequados s8do necessirios para manter
a pilula sob uma forma sélida & comprimida. Alguns exemplos
ndo-limitadores de agentes de ligagéc adequados incluem as gomas
naturais como gema xantana, pectinas, lecitinas, alginatos e
outras conhecidas pelosg versados na técnica. Nos casos em que
a composigdo estéd sob a forma de uma cépsula, esta & de
preferéncia encapsulada mediante o wuso de tecnologias
conhecidas pelos +versados mna técnica. Alguns exemplos
ndc-limitadores de materiais de encapsulacdo adequados incluem
alcool polivinilico (PVA), polivinil pirrolidona (PVP),
alginatos e gelatina. As composigbes & base de logurte podem
compreender de cerca de 1% a cerca de 5% de proteina, de cerca
de 10% a cerca de 20% de carboidrato, de cerca de 1% a cexrca de
5% de fibra, de cexrca de 1% a cerca de 5% de gordura e de cerca
de 50% a cerca de 90% de um veiculo liguido, como leite.

Exemplos

Esses exemplos 8380 fornecidos para ilustrar a
invengdo, e ndo se destinam a limitar, em nenhum aspecto, o
escopo da mesma.

Exemplo 1: isolamento de bactérias formadoras de

dcido lactico a partir de trato gastrointestinal

felino

Amostras de intestinos de felino foram obtidas a
partir de gatos saudiveis apresentados a veterindrios locais
para eutandsia iniciada e aprovada pelos donos dos animais.

Todos os animais estavam sauddveis e isentos de doengas. Foram
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dissecados o cdlon, o cbélon médio, o ceco e o ileo de cada gato,
de maneira a expor a mucosa.

0Os sobrenadantes foram removidos apds agitagdo do
tecido mucoso (em vértice durante 1 minuto) e homogeneizagdo
mecénica do tecido. Cada sobrenadante foi colocado em uma placa
de dgar do tipo de Man Rogosa Sharpe (MRS) agar. Estas foram
incubadas anaerobicamente, mediante o uso de um sistema
Anerocult GasPak, durante 48 horas a 37 °C. As colénias isoladas
a partir das placas foram reaplicadas por egfregago em MRS, e
novamente cultivadas anaercbicamente sob as mesmas condigdes.
Ag colénias isoladas foram reaplicadas por esfregago mais 4
vezes, com a finalidade de purificar uma cepa tGnica. Foram
avaliadas a morfologia e a aparénecia microscdpica da coldnia,
Os isolados adequados foram testados quanto a reagédo de Gram e
atividade de catalase. A identificag@o de bastonetes
Gram-positivos, catalase-negativos, foi realizada wediante
teste de API (API 50CHL, BioMerieux) . As células colhidas foram
lavadas duas vezes com um tampZo de fosfato (pH 6,5) a 0,05 M
e cisteina HC1l (500 mg/L), sendo a lavagem seguida de sonicagdo.
Os fragmentos celulareg foram removidos por centrifugagioc. Os
sobrenadantes foram incubados com NaF (6 mg/mL) e Na iodoacetato
(10 mg/mL) durante 30 minutos a 37 °C. A reagdo foi interrompida
mediante incubag@io com hidroxilamina HC1l (pH 6,5) durante 10
wminutos & temperatura ambiente. O desenvelvimento de cor foi
monitorado em seguida 3 adigdo de HCl (4M), FeCl;.6H0 (5% (p/Vv)
em 0,1M HCl) e frutose-é6-fosfato (sal de Na). A formagdo de

acetil fosfato a partir de frutose-6-fogfate fol evidenciada

-~
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pela cor avermelhada formada pelo quelato férrico de seu
hidroximato.

Exemplo 2: triagem guanto a atividade microbicida

Cada uma das cepas de bactérias formadoras de &cido
lactico foi incubada anaercbicamente em caldo MRS, 2 uL de cada
cultura foram aplicados em pontos sobre placas de dgar MRS, as
guais foram incubadas anaeroblcamente de um dia para outro.
Salmonella typhimuriume E. Coli enteropatogénica (ExPEC) foram
pré-cultivadas de um dia para outro, e 100 ml foram inoculados
em agar fundido (1% v/v). Essa cultura indicadora foi vertida
sobre a superficie das placas de MRS inoculadas. Apds incubagdo
de um dia para outro, as zonas de inibigdio em redor da colénia
probidtica foram medidas. Todos o8 experimentos foram
realizados em duplicata, em trés ocasideg separadas. Alémdisso,
a incorporagdo do tampdo de 2% de betaglicerofosfato ao Agar
pogsibilitou determinar a contribuigio da produgdo de adcido a
inibig8o in vitro de patdgenos que foi observada.

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram
claramente gue as cepas de bactérias formadoras de dcido lactico
da presente invengdo, obteniveis mediante isolamento a partir
de trato GI felino ressecado e lavado, tém significativa
atividade microbicida in vitre, indicadora de uma potencial

atividade pxrobidtica.

Tabela 2
AHF1222 AHF223C AHF5119
5. typhimurium 9,34 7,5 9,665
EXPEC 11,84 7,67 11,17

e
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Exemplo 3; medigbes in vitro de sobrevivéncia e

colonigzacdo

Toler8ncia a pH

As células bacterianas foram colhidas de culturas
incubadas de um dia para outre, lavadas duas vezeg em tampio de
fosfato (pH 6,5) e ressuspensas em caldo de MRS/TPY ajustado com
1M HC1 até pH 2,5. As células foram incubadas anaerobicamente
a 37 °C, e sua gobrevivéncia foi medida a intervalos de 0, 30,
60, 120, 240 e 360 minutos, mediante o uso do método de contagem
em placas conhecido pelos versados na técnica. A Tabela 3
sumariza esses dados por cepa.

Tabela 3

Sobrevivéncia de cepag em um ambiente de baixo pH (pH 2,5) . Todos

og dados sdoc mostrados em log UFC.

TEMPO (min)

CEPA 0 30 | 60 120 | 180 | 360
NCIMB 41287 | 9,31 | 9,13 | 8,95 | 8,88 | 8,84 | 8,52
NCIMB 41288 | 8,85 | &,79 | 8,89 | 8,65 | 8,71 | 8,59
NCIMB 41289 | 9,25 | 9,06 | 8,97 | 9,10 | 9,00 | 8,88

Resisténcia & bilis

As cepas bacterianas foram aplicadas por esfregago
sobre Agar MRS suplementado com bilis de porco (Sigma) a 0,5%,
1% e 5% (p/v) . As placas foram incubadas a 37 °C sob condigdes
anaerdbicas, e a proliferagdo foi regigtrada apds 48 horas. A
proliferagdo fol comparada com placas de controle por um
observador experiente, e a proliferagic das coldnias folil
descrita como:

- nenhuma proliferagio,

Negativa (0)

{VI
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+ (1) - proliferagdo translicida nebulosa (mencs de
33% das placas de controle com 0% de bilis),

++ (2) - proliferagdo definida, porém ndo tdo boa como
nas placas de controle (mais de 33%, porém menos gque 66%2) ;

+++ (3) - proliferagdo equivalente & das placas de
controle (>66%).

Uma vez que a proliferagfo das coldnias na presenga de
sais biliares & comparada ds placas de controle, os descritores

de proliferagdo recebem valores numéricos de 0, 1, 2 ou 3 (-, +,

++ ou +++, respectivamente) e sdo, entdc, exXpressos como uma

porcentagem, em que 3 represgenta 100%.

A Tabela 4 demonstra que a Bifidobacterium da presente
invencgdo claramente apresenta uma resisténcia a sais biliares,
sendo capaz de se proliferar e formar coldnias em niveis de ao
menos 66%, na maloria dos casos, gquandoc exposta a 0,5% de sais
biliares de porco.

Tabela 4

Scbrevivéncia de cepas em diversas concentragdes de bilis de

porco
PORCENTAGEM DE BILIS (%)

CEPA o | 0,3]|0,5]| 1 2 5 | 7,5 | 10
NCIMB 41287 o + + - - = - =
NCIMB 41288 +4+ 4+ 4 ++ ++ ++ +t +
NCIMB 41289 | +4+ | +4+ | 44+ | +++ | ++ | ++ + N

Além disso, para avaliar quaisquer diferengas na
capacidade das cepas para colonizar o trate GI de gatos, asg cepas
bacterianas foram aplicadas por esfregago sobre &agar MRS

suplementado com bilis felina a 0,5%, 1% e 2% (peso/volume). A
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bilis felina foi obtida a partir de gatos gue foram submetidos
a endoscopia em um ambiente c¢linico durante um procedimento
ndo-terminal, As placas foram incubadas a 37 °C scb condigdes
anaerdbicas, e a proliferagdo foi registrada apés 48 horas. A
proliferagdo fol comparada com placas de c¢ontrole por um
observador experiente, e a proliferagdo das coldnias foi
descrita como:

Negativa (0) - nenhuma proliferagdo,

+ (1) - proliferagdo transl@cida nebulosa (menos de
33% de placas de controle com 0% de bilis),

++ (2) - proliferacdo definida, porém nio tio boa como
nas placas de controle (mais de 33%, porém menos que 66%);

+++ (3) - proliferagdo equivalente & das placas de
controle (>66%).

Uma vez que a proliferagdo das coldnias na presenga de
sais biliares & comparada &s placas de controle, os descritores
de proliferagdo recebem valores numéricog de 0, 1, 2 ou 3 (-, +,
++ ou +++, respectivamente) e gdo, entlo, expresgos como uma
porcentagem, em que 3 representa 100%.

A Tabela 5 demonstra que a Bifidobacterium da presente
invengdo claramente apresenta uma resisténecia a sais biliares
de felinos, sendo capaz de se proliferar e formar colénias em
niveis de ao menos 66%, na maioria dos casos, guando exposta a
0,5% de sais biliares de porco.

Tabela 5

Sobrevivéncia de cepas em diversas concentragbes de bilisg felina
PORCENTAGEM DE BILIS (%)

CEPA 0 0,5 1 2

NCIMB 41287 + ok 4ok o F4o+

47‘75
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NCIMB 41288 | +++ ++ -+ A fop
) NCIMB 41289 4+ +hE ++ oot

Ades3o a células epitelials intestinais

A linhagem de células epiteliais humanas HT-29 foi
usada para avaliar as propriedades de adesdo das cepas
gelecionadas. As células epiteliais foram cultivadas de modo
rotineiro, sob a forma de camada dnica em frascos de 75 cm? para
cultura de tecidos, a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo
5% de CO; em meio minimo essencial de Dulbecco (DMEM) contendo
10% de soro fetal de bezerro (FCS), penicilina/estreptomicina,
glutamina e fungizona. Para fins do experimento, as células
epiteliais foram semeadas a uma concentragdo de 5 x 10% células/mL
(3 mL de volume total) por cavidade, em placas de cultura com &
cavidades (Sarstedt). BApds incubagdo durante 7 dias, para
permitir diferenciagdo, as camadas Unicas epiteliais forxram
lavadas com meiq isento de antibidticos, contendo 10% de FCS. As
suspensdes bacterianas mais/em DMEM isento de antibidticos foram
adicionadas a cada cavidade, e as cé&lulas foram incubadas durante
90 minutes a 37 °C. Apds a incubagdo, as camadas tnicas foram
lavadas trés vezes com PBS. As células epiteliais foram lisadas
em H,0 desionizada, e ¢ nimero de bactérias aderentes foi obtido
mediante o uso do método de contagem em placas conhecido pelos
versados na técnica. A adesédo fol expressa como uma porcentagem
do nimero de bactérias inicialmente aplicadas & placa. O
Lactobacillus AHF122A apregentou um nivel de adesdo de 39,5%,

enquanto o Lactobacillus AHF223C apresentou um nivel de adesdo

\{‘7‘1
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de 13,9%. Ja ¢ Lactobacillus AHF5119 apresentou umnivel de adesio

de 36,7%.

Exemplo 4: sequenciamento de polinucleotideo

intergénico 16s-23s&

Os isolados de Bifidobacterium felina foram
centrifugados em tubos de estogque, e og peletes xesultantes
foram lisados em 100 pL de solug8o para extragdo e 25 pL de
solugdc para preparagio de tecidos (Sigma, kit XNAT2), e
incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras
foram, entdo, incubadas durante 5 minutog a 25 °Ce, entdo, foram
adicionados 100 uL de solugdo para neutralizacgio (kit XNATZ2) .
A solucgio de DNA gendmica foi, ent3o, quantificada mediante o
uso de um espectrofotédmetro Nanodrop, e armazenada a 4 °C.

O PCR foi realizado mediante o uso de iniciadores de
espagador intergénico (IGS), IGS L: 5'-GCTECGATCACCTCCTITIC-3’ e
IGS R: 5’ -CTGGTGCCAAGGCATCCA-3’ (Bridgidi et al., 2000, System
Appl. Microbiol., 23, 391-299 (2000)). As condigdes de ciclo
foram de 94 °C durante 3 minutos (1 ciclo), 94 °C durante 30
segundos, 53 °C durante 30 segundos, e 72 °C durante 30 gegundos
(28 ciclos). A reagdo de PCR continha 4 pL (50 ng) de DNA,
rpistura de PCR (kit XNAT2), 0,4 uM de iniciador IGS L e R (MWG
Biotech, Alemanha). As reagdes de PCR foram realizadas em um
texrmociclo Eppendorf. Os produtos de PCR (10 uL) foram passados,
juntamente com um marcador para peso molecular (100 bp Ladder,
Roche) por um gel a 2% de agarose manchado com EtBr em TAE, para

determinar seu perfil de IGS.

%Vi
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Os produtos de PCR da Bifidobacterium (banda {inica)
foram purificados mediante ¢ usc do kit de purificagdo Promega
Wizard PCR.

Os produtos de PCR purificados foram seglenciados
mediante o uso de seqgliéncias iniciadoras (acima) para a regido
de espagador intergénico. Os dados de seqliiéncia foram, entdo,
pesquisados contra a base de dados de nucleotideos do NCBI, para
determinar a identidade da cepa por homologia de nucleotideos.

Em seguida ao seqlienciamento, as seqiiéncias obtida
para as quatro cepas depositadas foram comparadas & base de dados
"BLAST", disponivel online

de em

seqléncias

para verificagdo de

homologia com outras sequéncias bacterianas de 16s a 238

depositadas. A similaridade wais proxima para AHF122A foi
apresentada pela «cepa Lactobacillus wsalivarius subsp.
Salicinius (AB10285%9), com um grau de homologia de 94%. A

gimilaridade mais préxima para AHF223C foi apresentada por
Lactobacillus animalis, cepa LAS51 (AY526615), com um grau de
homologia de 93%. A similaridade mais prdxima para AHFS5316 foi
apresentada por Lactobacillus reuteri DSM 20016 (AF080100), com
um grau de homologia de 98%.

Exemplo 5: exemplosg de composigdo

Os Exemplos 1 a 4 séo exemplos de composicdes de ragdo

seca compreendendo og Lactobacilli probidticos da presente

invengio,

Ingrediente Porcentagem, com base no peso
Ex. 1 | Ex. 2 )| Ex. 3 | Ex, 4

Graos de cereal asp gsp gsp gsp
100% 100% 100% 100%

\Y—C_VC
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Farinha de subproduto de ave |43,5 40 45 35
Gordura de aves 1,28 1,02 1,16 1,35
Produto de ovos 2,4 2,1 2,5 2,2
Farinha de figado de frango 1,0 1,0 1,0 1,0
Levedura seca de cerveja 1,0 1,0 1,0 1,0
Fosfato monossédico 1,0 1,0 1,0 1,0
Carbonato de célcio 0,8 0,8 0,8 0,8
Cloreto de potéassio Q,6 0,86 0,6 0,6
Vitaminas 0,4 0,4 0,4 0,4
cloreto de colina g,3 0,3 0,3 0,3
Minerais 0,3 0,3 |0,3 0,3
DL-metionina 0,1 0,1 0,1 0,1
Cloreto de Sdédio 0,03 0,03 0,03 0,03
Probiético (1 x 10*° ufe/g 1 0,5 - 0,6
NCIMB 41287 em &leo de

girassol)

Probidtico (1 x 10 ufc/g - 0,5 1 0,4
NCIMB 41288 em &leo de

girassol)

Os Exemplos de 5 a 7 sdo exemplos de composigBes Gmidas

de alimentc para animais

Lactobacilli probidticas da presente invengao.

de estimagdo

compreendendo as

Ingrediente Porcentagem, com base no pesoc

Ex. 5 Ex. 6 Ex. 7

Agua Até 38 Até 47 Até 50

Figado de aves Até 25 Até 20 Até 15
Produtos de aves 25 20 20
Quirela de arroz 5 7 10
Produto de ovos 2,5 1,5
Gordura de aves 2,9 3,0 3,2
Caldo de frango 0,6 0,7 0,9
Taurina 0,1 0,1 0,1
Vitaminas 0,05 0,1 0,1

+
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Minerais 0,08 0,1 0,1
Probiético (1 x 4 5 6

Os Exemplos de 8 a 10 sdo exemplos de composigdes de
suplemento & base de iogurte compreendende as Lactobacilli

probidéticas da presente invengdo.

Ingrediente Porcentagem, com base no peso
| Ex. 8 Ex. 9 Ex. 10

‘ Leite 38 42 48
Agiicar 12 12 10
Amido modificado 1,0 0,8 0,8
Prebidtico 0,25 0,3 0,5
Probidtice (1 x 4 5 6
10 ufc/g NCIMB 41287)

Todeos osg documentos citados na Descrigdo Detalhada da
Invengdo 830, em parte relevante, agui incorporados por
referéncia, e a citagdo de qualquer documento ndo deve ser
interpretada como admissdc de gue este represente técnica
anterior com respeito & presente invengdo.

Embora modalidades especificas da presente invengdo
tenham sido ilustradas e descritas, deve ficar &bvio aos
versados na técnica que varias outras alteragdes e modificagdes
podem ser feitas sem gue se desvie do cardter e ambito da
invengdo. Portanto, pretende-ge cobrir nas reivindicagdes
anexas todas essas alteragdes e modificagdes que se enquadram

no eascopo da presente invencgdo,
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REIVINDICACOES

1. Composicao, caracterizada pelo fato de compreender uma mistura de
cepas de bactérias formadoras de acido lactico do género Lactobacilli obteniveis
mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal felino ressecado e lavado,
selecionadas do grupo que consiste em Lactobacillus salivarius ss salicinius
NCIMB 41287 (AHF 122A), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF 223C) e
Lactobacillus reuteri NCIMB 41289 (AHF 5119).

2. Composicgéo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada pelo fato
da dita composi¢cao ser um alimento para animais de estimagdo, em que a
composi¢cao € um alimento umido para animais ou um alimento seco para
animais.

3. Composigéao, de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizada pelo fato
de ser um alimento para gatos.

4. Composigao, de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizada pelo fato
de estar sob uma forma selecionada do grupo consistindo em ragdes, itens
mascaveis e biscoitos.

5. Composicao, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada pelo fato
de ser um suplemento alimentar para animais de estimacéo.

6. Composigao, de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizada pelo fato
de estar sob a forma de um molho, um iogurte, um queijo ou outro produto lacteo.

7. Composicao, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada pelo fato
de estar sob uma forma selecionada a partir do grupo consistindo em capsulas,
tabletes e pilulas.

8. Composicgéao, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada pelo fato
de compreender ao menos 0,001% de bactérias formadoras de acido lactico na
faixa de cerca de 1,0E+04 ufc/g a cerca de 1,0E+12 ufc/g.

9. Composicéao, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato
de que as bactérias formadoras de acido lactico estdo sob a forma de células
viaveis.

10. Composigéo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo
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fato de que as bactérias formadoras de acido lactico conforme definidas em
qualgquer uma das reivindicagdes 1 a 6 estdo sob a forma de células nao-viaveis,
ou de fragdes constituintes ativas das mesmas.

11. Uso de bactérias formadoras de acido lactico, do género Lactobacilli,
obteniveis mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal felino ressecado
e lavado, selecionadas do grupo que consiste em Lactobacillus salivarius ss
salicinius NCIMB 41287 (AHF 122A), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF
223C) e Lactobacillus reuteri NCIMB 41289 (AHF 5119), caracterizado por ser
para redug¢ao do odor associado a fezes ou urina de um animal de estimacgao.

12. Uso, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo odor ser

associado a uma caixa de areia de um animal de estimacéo.
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