Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2061)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21 P10520481-0 A2

(22) Data de Deposito: 10/08/2005
(43) Data da Publicacao: 06/07/2010

JWRIPRIPRANEI

(51) Int.CL.:
A61K 45/06
AB1K 31/715

(54) Titulo: COMPOSICAO DE B-1, 3 (4) -
ENDOGLUCANOHIDROLASE, B-1, 3 (4) GLUCANAS,
TERRA DIATOMACEA, ARGILA MINERAL E
GLUCOMANANAS E METODO DE USO PARA
AUMENTAR A FUNGAO IMUNOLOGICA

(73) Titular(es): NEIL ELLIOTT FORSBERG, STEVEN BRUCE
PUNTENNEY

(72) Inventor(es): NEIL ELLIOTT FORSBERG, STEVEN BRUCE
PUNTENNEY

(74) Procurador(es): M C. Aratjo Consultoria em Prop
Indl Ltda

(86) Pedido Internacional: PCT US2005028529 de 10/08/2005

(87) Publicacéo Internacional: wo 2007/021262de 22/02/2007

(57) Resumo: Descreve-se um método para o aumento da fungéo
imunolégica. A invengao compreende uma combinacgéo de B-3-1,3(4)-
endo-glucano-hidrolase, B -3-1 ,3(4) glucano, terra de diatomaceas,
argila mineral e glucomanano, que é oferecida ou consumida por
espécies mamiferas ou aviarias em quantidades suficientes para
aumentar a fungdo imunolégica. A invengédo descrita pode ser
misturada com ragbées e alimentos, incorporada em ragdes ou
alimentos em graos ou administrada as espécies mamiferas e aviarias
por via oral.



10

15

20

25

30

Pe7 OoO&oS2 7 38

1/14

COMPOSIGAO DE g-1, 3 (4)-ENDOGLUCANOHIDROLASE,
B-1,3(4)GLUCANAS, TERRA DIATOMACEA, ARGILA MINERAL E

GLUCOMANANAS E METODO DE USO PARA AUMENTAR A FUNGAO

IMUNOLOGICA
Campo da Invencio

Esta invengédo refere-se a métodos e composigcdes para o aumento da

fungéo imunolégica em mamiferos e espécies aviarias.
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Fundamentos da invengéo

O sistema imunologico consiste de duas caracteristicas gerais. Sao elas:
1) o sistema imunologico inato e 2) o sistema imunolégico adaptativo (mediado
pelos anticorpos). O sistema imunoldgico inato representa a primeira linha de
defesa contra um agente patogénico invasor (seja bacteriano ou flingico) e
propicia ao sistema imunologico adaptativo tempo suficiente (3-5 dias) para que
ele produza anticorpos que serdo usados para "combater" os agentes
patogénicos. Embora os. sistemas inato e adaptativo sejam descritos
freqientemente de forma sepvarada‘, eles atuam em série; lutando para sequestrar
e neutralizar uma empreitada invasora.

O sistema imunolégico inato. |

O sistema imunolégico inato consiste de diversos componentes
interessantes. Entre eles estao: _; |

1. As barreiras fISICO qunmlcas ‘contra 0s agentes patogemcos proplagaa_"s
pelo epltello suco gastrlco e enzumas digestivas.

2. As células que engolfam e digerem os agentes invasores (por exemplo,
os neutréfilos).

3. Os receptores presentes na superficie destas células, que reconhecem e
se ligam a estes agentes patogéni‘_cqs}.‘

4. Moléculas sinalizantes (por exemplo, quimosinas, citosinas), que indicam
os locais de infecgao e regulam a expressao de genes imunolégicos.

Neutroéfilos.

Os neutrdfilos estao entre as células mais importantes do sistema
imunolégico inato. Elas sao as prlmelras células a chegarem a um local de
infeccdo. Nos mamnferos exnstem bilhdes de neutréfilos, das quais cerca da
metade circulam liviemente no sangue (Burton e Erskine, 2003). As restantes
ficam reservadas na medula 6ssea, onde s&o geradas. Os neutrofilos expressam
uma proteina de ligagdo extra-molecular em suas membranas nomeada
"L-selectina" (também chamada CD6_2'L)A. O papel da L-selectina é o de interagir
fracamente com a parede dé célula 'éndotélial permitindo assim que o neutréfilo
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"role" ao longo da parede de um vaso sangilineo e "monitore" a parede da célula
quanto a presenga de sinais que indiquem uma infecgdo local. (Figura 1). A
presenca dos agentes patogéniéos nos tecidos periféricos causa a liberagio de
substancias quimicas locais, que, entdo, sinalizam a um neutréfilo rolante sobre
uma infecgcdo. Em resposta a estes sinais, a L-selectina ¢ liberada da superficie
do neutréfilo (veja Figura 1) e outras moléculas mais adesivas sdo expressas em
sua superficie. Estas moléculas essencialmente "grudam" o neutréfilo dentro do
vaso sanguineo adjacente ao local da infecgao. O neutréfilo ativado entdo migra
através da célula endotelial em direcdo ao agente patogénico invasor. A
Interleucina-1B € produzida pelo neutréfilo como uma citosina pré-inflamatéria.
Isto auxilia na mediagdo da inflamagado e facilita a contengdo dos agentes
patogénicos invasores. Durante a migragdo do neutrdfilo, os sinais quimicos
originarios do local de infeccdo (tais como TNF-a e interferon-y) ativam o
neutrdfilo a ser tornar uma “célula exterminadora” madura. O neutréfilo maduro
migra em diregao ao local de infecgdo, onde ela interage com os padrées
microbianos associados a agentes patogénicos (sigla em inglés, PAMPs) na
superficie dos agentes patogénicos por meio de diversos tipos de receptores.
Estes receptores sdo expressos na superficie do neutréfilo e incluem os seguintes
tipos bem identificados (Figura 2):

a-CD18e CD14

b - receptores tipq Toll (TLRs)

c - C3b e C3bi (fatores complementares)

d-Fc o
Ligacao de neutrofilos a agehtes patogénicos por meio de receptores.

Ambos receptores CD1,‘4 e CD1 8 se ligam a lipopolissacarideos (LPS), uma
estrutura de polissacarideo comum. associada com as membranas de bactérias
gram-negativas. Além disto, os hn‘e"utréfilos expressam o0s receptores tipo Toll
(TLRs) que reconhecem e se ligam as estruturas adicionais associadas com os
agentes patogénicoé. Até agoré', 10 receptores tipo Toll diferentes foram
identificados em mamiferos (Figufa 2"-e‘ Tabela 1). Os TLRs exercem um papel
critico na imunidade inata recente a agentes patogénicos invasores por
microorganismos sensiveis. Estes receptores evolucionarios conservados
reconhecem motivos estruturais-altamente conservados somente expressos pelos
agentes patogénicos microbi'ano‘s'AChém'ados padrées microbianos associados a
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agentes patogénicos (PAMPs: Invivogen, 2004). A estimulacdo de TLRs por
PAMPs inicia uma cascata de sinais que envolvem diversas proteinas, como por
exemplo MyD88 e IRAK (Figura 2). Esta cascata de sinais leva a ativagao do fator
de transcrigido NF-kB que induz a secrecao de citosinas, que orienta a resposta
imunolégica adaptativa (por ei(émplo mediada por anticorpos). Os TLRs séao
expressos predommantemente em tecndos envolvidos na fungdo imunoldgica
como, por exemplo, do bago e por leucocitos sangliineos periféricos, assim como
aqueles expostos ao ambiente externo, como do pulmao e do trato intestinal. 10
TLRs humanos e 9 de ratos foram caracterizados, 7 dos quais tiveram seus
ligantes identificados. Por exemplo, o TLR2 é essencial para o reconhecimento de
uma variedade de PAMPs, incluindo as lipoproteinas bacterianas,
peptidioglucano, e acidos lipotenc’)icos. O. TLR3 esta implicado com RNA em fita
dupla derivado de virus 0] TLR4 € ativado predominantemente pelo
lipopolissacarideo. O TLR5 detecta flagellna bacteriana e o TLR9 é solicitado para
resposta a DNA CpG n&o-metilado (Tabela 1). Recentemente, constatou-se que o
TLR7 e TLR8 reconhecem as moléédlas antivirais sintéticas. Estes receptores sdo
elementos essenciais na defesa.do hospedeiro contra agentes patogénicos por
meio da ativagao do sistema de imunidade inata (Invivogen, 2004).

TLRs Bovinos. Relativamehte -poucOs estudos sobre PAMPs foram
concluidos com células bo,yinaé., Até agora, constatou-se que as células
imunolégicas bovinas contém ‘TLR2 é TLR4 (Werling et al, 2004). Os
polimorfismos foram observados ém receptor bovino TLR4 que pode determinar a
suscetibilidade a doenga resp.ira‘tcf)ri'a,jbovina_ e a doenca de Johne (White et al,
2003). | o

C3b e C3bi sdo componentes da cascata complementar enquanto que o
receptor Fc se liga a "regiao c::on'étante" de anticorpos. Assim, os agentes
patogénicos que estao protegidbs com fatores complementares ou anticorpos (por
exemplo, os agentes patogénidos fo’rmados opsoninas) sdo mais reconhecidos
por neutréfilos ativadas e sao subsequentemente fagocitados. Em outras
palavras, os neutrofilos atlvados possuem dlversos meios de reconhecer os
agentes patogénicos (Tabela 1)

Fagocitose e Destruigao. |
A ligagao de neutrdfilos (Ae‘ouvtras c_:élulas fagociticas) a -marcadores de

agentes patogénicos presentes na sL_:perficie das células por meio destes
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receptores permite entdo que a célula fagocitica engolfe o agente patogénico
invasor e o "mate" (Figura 3). Atualmente sdo conhecidos dois mecanismos de
"destruicao”. Sao eles: 1) uma’ explosdo oxidativa, onde o fagécito expressa
espécies de oxigénio reativo que destroi o agente patogénico invasor, e 2) fusao
do agente patogénico engolfado com uma estrutura tipo lisossoma para formar
um "fagossoma". O fagossoma é rico em enzimas digestivas que media a
completa digestéo dos agentes patogénicos.

Infeccoes Comuns.

As espécies mamiferas e aviarias sdo constantemente atingidas por
agentes patogénicos no trato gastro-intestinal e no pulmao. Estes sdo pontos
importantes para os neutréfilos residentes, onde minimizam a invaséao patogénica.
Além disto, a glandula maméria: dos Imgmife:ros representa um local atrativo para
a entrada de agentes patogénicos. Em todas as infecgdes, o sistema imunologico
inato exerce um papel inicial fundamgn;ta[ na defesa contra o ataque imunolégico
inicial. O sistema inato & essencial >para permitir que o sistema adaptativo
(mediado por anticorpos) desehvolva e articule uma resposta imunologica mais
especifica e direta. L
Cooperacao entre o Sistema Inato e -o Adquirido nos Ruminantes.

Os anticorpos especificos péra um agente patogénico invasor penetram um
local de infecgéo com o objetivo de otimizar a eliminagéo deste invasor. Individuos
com uma alta titulacdo contra um a'ntigezno especifico sdo capazes de liberar
estes anticorpos no local de ‘infe,cgéo por meio de um endotélio permeavel
(decorrente de uma resposta inflamatéria). A chegada de anticorpos reativos (por
exemplo, 1gGy) nos alvéolos cobréi(dbSoniza) 0 agente patogénico e, conforme
observado anteriormente, pe(mité: "o_reponhecimento dos agentes patogénicos
pelos neutrofilos por meio dos receptores Fec (Tabela 1) e que ocorra a fagocitose.
Stress e Fungao Imundlégica. o } |

O stress reduz as habilidades individuais de combater doengas. Os efeitos
negativos do stress sobre o sistema imunolégico sdo mediados pelos horménios
esteroidais do stress (cortisol,{hidrbcortisdna e corticosterona). Burton e colegas
da Universidade Estadual de Michigan (Weber et al, 2001) identificaram o
mecanismo pelo qual o stress céusa uma redugao da fungdo imunolégica. Em
especial, -eles documentarém que_»ﬂ'os -glicocorticéides (por exemplo,-o cortisol)

"sobe" préximo de um parto (Figura 4) e reduz a expressédo da L-selectina nos
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neutrofilos (Figura 5). Isto combromete um aspecto importante de uma primeira
linha de defesa de um individuo contra uma investida de um agente patogénico.
Especialmente, um individuo estressado com imunidade suprimida possui
reducdo na sua habilidade de monitorar o alinhamento celular endotelial para os
locais de infecgdo e em atacar e sequestrar os agentes patogénicos. Isto pode
resultar em uma infecgédo. (Figura 6). -

Sumario da invencao

O objetivo da presente invengdo é o de fornecer um método novo e
desconhecido anteriormente que aumenta o sistema imunolégico nas espécies
mamiferas e aviarias. A invengédo pode ser aplicada, embora néo esteja limitada,
as especies mamiferas e aviarias, e visa reduzir a suscetibilidade de um individuo
a doengas provenientes de fungos e bactérias.

Um outro objetivo desta invengédo é a de propiciar um método de aumento
da fungao imunologica e, assim, m.inimiza},r, ou prevenir morbidades e mortalidades
causadas, nao exclusivamente, por fungos e bactérias, com uma preparacdo que
compreende uma combinagdo de. B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, B-glucanas,
terra diatomacea, glucomananas, e argila mineral, tais como silicato de aluminio,
argila montmorilonita, bentonita ou zedlita.

Outro objetivo da invengao e fornecer uma éomposigéo que compreehde
uma combinagao de -1 ,Q(Q)fgndoglucanohidrolase, B-glucanas, terra
diatomacea, argila mineral, e glucomananas, que aumenta aditivamente a funcéo
imunologica e, com isto, reduz. o potencial de fungos e bactérias
patogénicas de causarem morbidades e mortalidades nas espécies mamiferas e
aviarias. | N |

Outros obijetivos, vantager{'s“ e caracteristicas novas da invengdo sao
expressos, em parte, na descrigéo,que'ségue €, em parte, se tornaréao aparentes
para aqueles versados na aﬁe pelb éxérhe das informacgdes seguintes ou poderao
ser apreendidos da pratica da invencéo. Para atingir os objetivos acima descritos
e outros, e de acordo com 0s propositos da presente invengéo, conforme descrito
neste documento, descreve-se um __método novo de aumento da fungao
imunoldgica nas espécies mamifgfas e aviarias. Em particular, esta invengao

aumenta a expressao da L-selectiha e interleucina-1B no neutréfilo e, com isto,

minimiza ou elimina a colonizagdo das - superficies epiteliais e dos tecidos

parenquimais adjacentes por fungos e bactérias patogénicas, e reduz as
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populagbes de orgénismos patogénicos no sangue e, assim, minimiza ou elimina
patologias diretamente causadas por esta colonizagdo. A invengdo compreende
uma mistura de B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, B-glucanas, terra diatomacea,
argila mineral, e glucomananas. A terra diatomacea é a de nivel comercial padrao
disponivel de uma variedade de fontes. O B-1,3(4)-endoglucanchidrolase &
produzido da fermentagéd ‘submersa de uma classe de Trichoderma
longibrachiatum. O B-1,3(4) glucahas' e glucomananas sao derivados de um
produto comercial e sdo uma extragido de alguns dos inimeros organismos em
fermentagdo. O produto de argila mineral € de um nivel comercial padrdo (como
exemplo, se incluem, mas nao limitados a estes, a argila montmorillonita,
bentonita e zedlita). As extracdes e produgdes de terra diatomacea, extragao de
parede de célula em fermentagéo € argila mineral sdo bem conhecidas na arte e
disponiveis comercialmente. _

As composigbes que sdo apresentadas na invengdo podem ser oferecidas
como alimento para qualquer espécie mamifera ou aviaria, incluindo, mas nao se
limitando, aos bovinos, eqUinos,'gvino\s, caprinos e espécies aviarias. Quando
misturado com a ragao ou alimento ou incluido como um complemento, o objeto
da invengdo aumenta a fungéo imunologica, reduzindo, assim, a colonizagéo de
agentes patogénicos. A invenqé_o._tambﬂém minimiza ou elimina a invasdo do
compartimento sanguineo por fungos ou _bactérias patogénicas. A invengao desta
maneira minimiza ou elimina ‘as manifestagbes das patologias associadas
comumente com as infecgbes epiteli'ais e sistémicas por fungos e bactérias. A
administragdo do produto pode ser profilatica (por exemplo, para prevenir a
colonizagdo e o crescimento de e'spéc'ies' de fungos e bactérias patogénicas nas
espécies mamiferas e aviarias), como um aditivo a ragdes e alimentos infectados
com fungos e bactérias patogénicas_', bu'_como um método preferido para tratar e,
com isto, minimizar ou élim_inar uma infecgao existente, diagnosticada ou nao, por
fungos ou bactérias. A aplicagép dé i’rj‘Ve'ngéo conforme descrita neste documento
e por meio de mecanismos ,es.pe_c‘ifi_;cos, e novos descritos neste documento
minimizara e possivelmente elimihléréfl »aé ,mvanifestagées de infecgdes fungicas e
bacterianas. A aplicagao da invehgéo conforme descrito neste relatério minimizara
ainda ou possivelmenté eliminafé as manifestagdes associadas com a presenca
de organismos fungicos e bacterianp_s--pa-togénicos, conforme identificados acima,
no alimento ou rag&ao de espécies mamiferés e aviarias.
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Breve descricido dos desenhos

Os desenhos anexos formam -parte do relatério e ilustram diversos

aspectos da presente invencgao e, juntos com a Descricdo Detalhada, servem para

explicar os detalhes da invengao. As figuras 3, 7 e 9 sdo micrografias. As fontes

das figuras s&o indicadas ao fim do respectivo texto.

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Movimento de neutréfilos em um vaso sangiiineo. A L-selectina
(CD62L) é mostrada como circulos sobre a superficie do nedtréfilo.
Isto permite o aporte do neutréfilo no endotélio. Observe a corrente
de L-selectina e a migragdo de neutrdfilo no tecido periférico
em direcdo a um local de infecgao (F). Fonte: Burton e Erskine,
2003. -

Receptores tipo Toll. na superficie de uma célula imune e a
transducao | dé" sinarli,_;é:éguin,te a ligacdo de TLRs com PAMPs
microbianos. ' o

Em um processo .chamédo fagocitose, esta célula macrofaga
engolfa uma .bz-_a,c,té-ria.f Receptores tipo Toll e outros orientam os
fagocitos a reconhécerkos microbios. Observe as projegbes por
pseudopodia em torno da bactéria. Fonte: Travis, 2002.

Niveis de cortisol em gado leiteiro no dia do parto. Observe que os o
cortisol chega no pdntb de pico no dia do parto. Fonte: Weber et al.,
2001.

As colunas représentam a concentragéo de L-selectina em neutréfilo
de gado no dia do parto. Fonte: Weber et al., 2001.

Neutréfilos com falta de expressao de L-selectina (CD62L) em um
gado Ieltelro em snuagao de stress. Fonte: Burton e Erskine, 2003.

O efeito de 5 tratament_os experimentais em concentragbes de
L-selectina ehﬁ_néutféfild"em um'e.xperimento conduzido com 60
carneiros. o

Densitometria pof eS;ﬁéneamento dos dados mostrados na figura 7.
Analise de intérleuciné—ﬂ?: em neutréfilo nas mesmas amostras de
neutréfilo de carneiro abrese_ntadas na figura 7.

Densitometria de escanéamento de dados mostrados na figura 9.

As concentracdes de Aspergillus fumigatus nas amostras-de sangue -
tomadas dos carneirés no 282 dia do estudo.
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Descricéo detalhada da invengéo

A presente invengéo esta baseada na descoberta inovadora de que uma
combinacdo de [3-1,3(4)-enddglucaﬁohidrolase, B-glucanas, terra diatomacea,
argila mineral, e glucomananas efetivamente aumenta a Vfungéo imunoldgica e
reduz a colonizagao de tecidos e do sangue por um agente patogénico.

0] [3-1,3(4)-endog|ucanohidrola$e esta disponivel comercialmente e é
produzido da fermentagao smeersa de uma classe de Trichoderma
longibrachiatum. |

A terra diatomacea é preparada por métodos normalmente conhecidos na
arte. Ele esta disponivel como um produto lavado a acido, e é disponivel
comercialmente com 95% de silica (SiO;) e seus componentes restantes nao
ensaiados, mas consistindo 'principaim_ehte de cinza (minerais) como definido pela
Associagao dos Quimicos Analiticos (AOAC 2002).

O extrato da parede ‘c'e!‘ular. de levedura é preparado por um método
comumente conhecido na arte. E um.a fonte comercial de B-1,3(4)glucanas e
glucomananas derivado de levedura inativada primaria (Saccharomyces
cerevisiae) com a segUinte composi¢ao quimica:

Umidade 2-3%

Parte seca 97-98%

Proteinas 14-17%

Gorduras 20-22%

Fosforo 1-2%

Mananas 22-24% o

B-1,3(4) glucanas 24- 26% o

Cinza 3-5% ' » S

As argilas mineféis (alp’_nmindsilicafos) usadas nesta invengdo podem ser
escolhidas de uma variedade dé'argilas dispohiveis comercialmente incluindo,
mas nao limitadas aoé tipos montmorilonita, bentonita e zedlita.

Em uma versdo preferida da invengao, B-1,3(4)-endoglucanohidrolase,
terra diatomacea, extrato de paréde celular de levedura e argila mineral sdo
combinados respectivamente a 0.05-3%, 1-40%, 1-20% e 40-92%. Em uma
composicao preferida B-1 3(4)-end0§lu¢anohidrolase terra diatomacea, extrato
de parede celular de levedura e arglla mnneral sao combinados respectivamente a-

0.1-3%, 5- 40%, 2- 10% e 40- 80% Em uma verséo especialmente preferida da
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inveng¢ao, B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra diatomacea, extrato de parede
celular de levedura e argila mineral sdo combinados respectivamente a 0.2-3%,
30-40%, 4-6% e 50-65%. A configuragao fisica preferida da invengdo & um po
seco e fino adequado para inclusdo direta em uma ragao ou alimento ou como um
suplemento a uma ragao ou dieta misturada total.

As composicdes fornet:idas pela invengcdo podem ser incorporadas
diretamente em produtos de 'ragéo‘ ou em alimentos disponiveis comercialmente
ou oferecidas como suplementos aos produtos de ragdo ou alimentares. A
composi¢éo contida na presente invengéo pode ser oferecida a todas as espécies
mamiferas ou aviarias. Os métodos da invengéo abrangem o aumento da fungao
imunologica em espécies mamiferas e aviarias. Quando incorporadas diretamente
nas ragdes, a presente invengéo pode ser adicionada as ragbes em quantidades
que variam de 0.1 a 5 kg por. tonelada de racdo. Em uma Ccomposigao
especialmente preferida, a invengao pode ser adicionada as ragdes em quantias
que variam de 1-2 kg por tonelada de régéo.

A composicdo da presente invengao pode ser adicionada a ragées para
animal ou a alimentos em quantias variando entre 0.0125% a 2% por peso de
ragao. Em uma versao preferida, a composicéo é adicionada a ragdes para animal
ou a alimentos em quantias de 0.0.625,% a 1% por peso de ragdao. Em uma versao
especialmente preferida, a invengao é adicionada em quantias de 0.125% a 0.5%
por peso de ragao.

De forma alternativa, a-_covm'posigéo da presente invengdo pode ser
oferecida diretamente és,es_pécies mamiferas e aviarias como um suplemento em
quantias de 0.016 gramas/kg a 0.37' gramas/kg de peso corporal vivo por dié. Em
uma versao especialmente prefe"r,ida, a invéngéo pode ser oferecida as espécies
mamiferas e aviarias em quantia:s dé 0.10 gramas/kg a 0.20 gramas/kg de peso
corporal por dia. Uma pessoa versada na arte pode observar que a quantia de
ragao da inveng¢ao pode variar dependendo das espécies animais, do tamanho do
animal e do tipo de ragao a que a invengao for adicionada.

Os novos métodos desta '.i.nv.f';ngéo compreendem a habilidade de uma
combinacdo de P-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra diatomacea, extrato de
parede celular de levedura e argila para aumentar a fungdo imunolégica. Os
beneficios resultantes da aplicagéo desta invengdo nas espécies mamiferas
incluem, mas nao estao Iimitados, a redugao de perdas por mortes, redugéo da
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incidéncia de absorgdo micética; redugdo da incidéncia de sindrome de
hemorragia jejunal (sindrome de boavmorte), reducao da incidéncia de disenteria
(diarréia), aumento da taxa de nascimento, melhorada eficiéncia de crescimento,
melhorada produg&o de leite, melhorada eficiéncia de produgéo de leite e reducéo
das contagens de células nos pbrodUtos derivados do leite (animais leiteiros). Os
beneficios da aplicagdo da invencéo a ‘espécies aviarias incluem, mas néao estio
limitados, a redug&o de perdas por morte, crescimento melhorado e produgao de
ovos, fertilidade melhorada, e incidéncia reduzida de doencas entéricas.

Os seguintes exemplos pretendem ilustrar a invengao, e niao devem ser
considerados restritivos ao escopo da invencgéo, conforme do contrario descrito
neste documento.

Exemplo 1 _

Uma experiéncia foi conduzida usando 60 carneiros vivos, machos e
fémeas. Os carneiros foram distribUidos entre um dos 5 tratamentos (7 fémeas e
5 machos por tratamento):

1. Controle. _ o

2. Imunosuprimido. (in‘jegée's, diarias de Azium [Dexametisona], 0.1 mg/kg
duas vezes ao dia). , _- o

3. Imunosuprifnidd mais produto experimental oferecido a 0.5% de ingestao |
diaria de material seco. | B

4. Imunosuprimido mais ‘alimentovcom levedura (adicdo de Aspergillus
fumigatus- produto de trigo infectado; 1.5 Ibs/por individuo/dia).

5. Imunosuprimido mais alimento mofado (como no Tratamento 4) mais o
produto alimentar experimental cqrif_orfne indicado no Tratamento 3.

Os animais foram 'alime_ritadb‘si Com uma dieta para estimular a produgéo de
leite por um periodo de 28 dias. A iﬁiuh‘qssupresséo foi mediada nos Tratamentos
2, 3, 4 e 5 por injegao d-iéria‘ derAAzium uéando uma alta dose (um modelo de
stress extremo: Weber et al, 2001) Os carneiros dos Tratamentos 4 e 5 foram
contaminados com um elerﬁeht’o batbgénico por meio da alimentagdo com
produto de trigo que tinha 'sido contaminado com um elemento patogénico
(Aspergillus fumigatus). Os carneiros dos Tratamentos 3 e 5 foram suplementados

com a composigao da invengéo a uma taxa de 0.5% de sua ingestao de matéria

seca diaria. Apos 28 dias, as amostras de sangue foram tiradas via perfuracdo

jugular e as fragbes de neutréfilos e foram isolados usando centrifugagéo de
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gradiente de densidade Percoll. Seguinie a este procedimento, as amostras de
proteina de neutréfilo foram processadas usando életroforese em gel de
poliacrilamida sulfato dodecilico de sédio e Western blotting usando anticorpos
que sao especificos para L-selectina e interleucina-1B. As concentragoes relativas
de L-selectina e interleucina-1B foram avaliadas usando densitometria de
escaneamento. '

As Figuras 7 e 8 demonstram eféitos dos tratamentos experimentais em
L-selectina de neutrofilo. A i'njegéo d"e Azium causou uma redugéo visivel (P<0,05)
de L-selectina e fornece evidéncia de que a injegdo de Azium foi, de fato,
imunossupressiva. A adigéo de uma levedura as dietas nao obteve qualquer efeito
(P>0.05) sobre as concentragées de L-selectina. De interesse, a adicao da
composi¢do da invengao a ragéo, (Tratamentos 3 e 5) causou a restauragao
(aumento: P<0,05) de L-selectina. = .

Interpretacgao. | _ ‘

A nova invengéo restaurou de forfna bem sucedida (aumentou) os niveis
normais de L-selectina em neutréfilos. A restauragdo da L-selectina nas
superficies do neutréfilo restabeleceu sua habilidade de monitorar o revestimento
endotelial para agentes patogénicos. o

As Figuras 9 e 10 demonstram o_s:efeitos dos 5 tratamentos experimentais
sobre as concentragées de interleucina-18 no neutrdéfilo. O tratamento com Azium
ocasionou uma redugao significativ'a (F’<O»05) na concentragéo de interleucina-1p
em neutréfilo. Isto demonstra que o Aznum foi imunossupressivo. A nova invengao
nao apresentou qualquer efelto (P>0 05) sobre a interleucina-18 nos neutrofilos
na auséncia de uma mvasao patogemca (por exemplo, o Tratamento 3 em
comparagao com o Tratamento 2); entretanto a inveng¢ao ocasionou um aumento
significativo (P<0,05) de mterleu_cma-1B nos neutréfilos na presenga de uma
invasdo patogénica (por exéfﬁplo, o] Tra{amento 5 em comparagdo com o
Tratamento 4).

Interpretacao. ‘ o

A Interleucina-18 € uma citosina pré-inflamatéria importante que permite

que o neutrofilo cumpra sua fungao ¢om6. um fagécito. A habilidade do produto de

racao de restaurar a interleuciha4'1[3 na presenca de um agente patogénico (A.

- fumigatus) demonstra os efeitos potenCIals dos agentes patogénicos da invencao

sobre a fungao |munolog|ca
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A Figura 11 mostra os efeitos dos tratamentos experimentais sobre as
concentragbes de sangue de Aspergillus fumigatus. As concentragbes de
A. fumigatus foram determinadas usando um ensaio (PCR) de cadeia de
polimerase quantitativa em tempo real com agente Sybr-Green desenvolvido em
nosso laboratério. Os resultados demonstram que a invengao reduziu (P<0,05) a
concentracao de A. fumigatus no Sathe.

Interpretacgao. ,

A restauragdo da funcéao do' neutrofilo mostrada nas Figuras 7-10 se
automanifesta reduzindo a carga patogénica detectada dentro do compartimento
sanguineo. A invencao reduz a carga patogénica.

Estes resultados mostram que a composi¢ao da invengéo (por exemplo, a
argila mineral, extrato de parede celular de levedura, terra diatomacea e
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase) é capaz de um efeito néo descrito anteriormente
de aumento da funcgao ‘imunolégica. A invengdo restaura especificamente os
niveis de L-selectina e de interleucina-1B nos neutrofilos, restaurando assim a
habilidade dos neutréfilos de monitorar a bresenga de agentes patogénicos
invasores. - I

A combinagéo de produtos aumenta a imunidade em espécies mamiferas e
aviarias e, com isto, impede ‘a invasdo e colonizagdo do compartimento
sanguineo. Ela representa uma mistura em forma de flocos e que é faciimente
incorporada aos produtos de ragédo e produtos alimenticios. A presente invengao
foi efetiva no alcance dos efeitos imunoestimulatorios sob condigdes de
crescimento que podem ser encontradas em sistemas digestivos de mamiferos e
aviarios, onde os nutrientes, umidade, oxigénio e elevadas temperaturas sao
fornecidos por um hospedeiro. |

A precedente descrigao da ver_séo preferida da invengao foi apresentada
para fins de iIustragéo' e descrig‘éo-. Elé‘néo pretende ser exaustiva ou limitar a
inveng&@o a configuragdo exata divulgada. As modificagdes 6bvias ou variagoes
sdo possiveis a luz das ilus,t'ragéesw a(:irha. A verséo foi escolhida e descrita para
fornecer uma melhor ilustra}géo .dos principios da invengdo e sua aplicagéao
pratica, de forma a permitir que uma peésoa com habilidade comum na arte possa

utilizar a invengédo em varias versées e com modificagées adequadas para o uso

_particular con_te.mpladd. Todas estas .modificagées e variagbes estao dentro do

escopo da invencgao, 'conforrhe definidas pelas reivindicagbes anexas, quando
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interpretadas de acordo com o efeito geral que elas estdo intituladas de forma
justa, legal e imparcial.
Tabela 1. Sumario de mecanismos pelos quais os neutréfilos podem

reconhecer / se ligar a agente patogénico antes do processo de fagocitose.

Receptorde |  PAMPlouligante | Comentiro
Neut_réfilo SR S T BT . -

CD14 Lipobolissaca_rideo | Orienta a ligagdo ao agente patogénico

CD18 Lipopolissacarideo Orienta a ligagdo ao agente patogénico

TLR2 Lipoproteina, peptidioglucano, | Orienta a ligagao ao agente patogénico

acido lipotendico

TLR3 RNA em fita dupla derivado de | Orienta a ligagdo ao agente patogénico
virus ,

TLR4 Lipopolissacarideo = - | Orientaa ligagéo ao agente patogénico

TLRS Flagelina o Orienta a ligag@o ao agente patogénico

TLR7/8 Pequenas moléculas'antivirais Orienta a ligag&o ao agente patogénico
sintéticas

TLR9 DNA CpG nao-metilado Orienta a ligag@o ao agente patogénico

C3b/C3bi Fatores complementares Liga-se ao agente patogénico opsonizado

Fc ‘regido constante” de anticorpos | Liga-se ao agente patogénico opsonizado

(')PAMP: Modelo molecular éssociado a agente patogénico
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REIVINDICACOES
1. COMPOSICAO caracterizada por compreender uma combinacdo de

B-glucanas, B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra diatomacea calcinada, uma
argila mineral, e glucomananas a qual é misturada em alimentos e ragdes para
animais aumentando, assim, a fungdo imunolégica em espécies de mamiferos e
de aves e, dessa forma, reduzindo a susceptibilidade a uma infecgao.

2. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por o sistema
imunoldgico inato ser aumentado em espécies de mamiferos e de aves.

3. COMPOSIGAO, de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizada por o sistema

imunolégico inato ser aumentado em espécies de mamiferos e de aves

imunossuprimidos.

4. COMPOSICAO, de acordo. ch a reivindicagdo 1, caracterizada por
L-selectina e Interleucina-1 B,._'que‘ser\'/"e como indicador de fungdo imunolégica
inata, serem aumentadas erﬁ espécies de mamiferos e de aves.

5. COMPOSICAO, de acordo com a feivindicagéo 1, caracterizada por espécies
de mamiferos incluir todos animais ruminantes.

6. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por espécies

de mamiferos incluir gado leiteiro, gado de corte e ovinos.

7. COMPOSICAOQ, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por espéciés

de mamiferos incluir ovinos.

8. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizada por espécies

de aves incluir espécies de aves domésticas utilizadas na producdo pecuaria
comercial. '

9. COMPOSICAO, de acordo com.é‘ reivindicagéo 2, caracterizada por espécies

de mamiferos incluir todos animais ruminantes.

10. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada por espécies
de mamiferos incluir gado leiteiro, gado de corte e ovinos.

11. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada por espécies
de mamiferos incluir ovinos.

12. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagio 2, caracterizada por especies

de aves incluir espécies de ave utilizadas na produgéo pecuaria comercial.

13. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizada por espécies

de mamiferos incluir todos .animai_s ruminantes.

14. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizada por espécies
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de mamiferos incluir gado leiteiro, gado de corte e ovinos.
15. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada _por espécies

de mamiferos incluir ovinos.

16. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada por espécies

de aves incluir espécies de ave utilizadas na produgio pecuaria comercial.
17. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacédo 4, caracterizada por espécies
de mamiferos incluir todos animais ruminantes.

18. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizada por espécies

de mamiferos incluir gado leiteiro, gado de corte e ovinos.
19. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizada por espécies
de mamiferos incluir ovinos.

20. COMPOSIGAO, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizada por especies
de aves incluir espécies de ave Utilizadas na produgao pecuaria comercial.

21. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por o
produto argila mineral ser montmorilonita, bentonita, aluminosilicato ou argilas
zeoliticas ou suas misturas. |

22. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1. caracterizada por

B-1,3(4)-endoglucanohidrolase ser produzido a partir da fermentagdo submersa
de Trichoderma longibrachiatum. '

23. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por

B-glucanas e glucomananas serem derivados de fervura e autélise enzimatica das

paredes celulares de leveduras gram-positivas do género Saccharomyces.

24. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 23, caracterizada por
B-glucanas e glucomananas serem derivados de fervura e autdlise enzimatica das
paredes celulares de leveduras grarh-positivas de Saccharomyces cerevisiae.

25. COMPOSIGAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por a terra
diatomacea ser calcinada a uma tem-peAratura minima de 900°C.

26. COMPOSICAO, de acordq com a reivindicagdo 1, caracterizada por a

composi¢gao compreender entre 15% e 40% de terra diatomacea, entre 50% e
81% de argila mineral, entre 1_,0%'e'5,0% de B-glucanas, entre 0,05% e 3,0% de
B-1,3(4)-endoglucanchidrolase e entre 1% e 8,0% de glucomananas.

27. COMPOSICAO, de _a,cor;dg com a reivindicagao 1, caracterizada por a

_composigao compreende entre. 20%f-_e 30% de terra diatomacea, entre 60% e 75%

de argila mineral, ent_re 1,0% e 3_,5%_de B-glucanas, entre 0,1% e 3,0% de
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B-1,3(4)-endoglucanochidrolase e entre 1,0% e 6,0% de glucomananas.
28. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por a

combinagao de terra . diatomacea, uma argila mineral,
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, B-glucanas e glucomananas ser misturada em
alimentos ou ragbes para animais numa concentragéo entre 0,0125% e 5% em
peso com o proposito de inibir o crescimento de fungos, em ragées, alimentos ou
digesta. ‘ |

29. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por dita
composicao ser misturada em alimentos ou racdes animais e ser
subsequentemente servida aos animais domésticos vivos.

30. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por dita
composicdo ser misturada em alimentos ou ragdes animais e ser
subseqlientemente servida a ruminantes vivos ou aves domésticas vivas.

31. COMPOSICAO caracterizada por ser misturada em alimentos e ragdes para
animais com a finalidade de i,niblirl .0 crescimento de mofo patogénico nos
alimentos, racdes para anima_lis e digesta compreendendo uma combinagéo de B-
glucanas, [3-1,3(4)-endpglucanohidrolase, terra diatomacea calcinada, uma argila
mineral e glucomananas, inibindo assim o crescimento de mofo patogénico tanto
no alimento ou rag&ao animal quanto na digesta passando pelo animal, reduzindo
assim a susceptibilidade a uma colonizagao micética do trato digestivo e micoses
invasivas.

32. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 31, caracterizada por as

espécies infectantes de mofo incluirem pelo menos uma dentre Aspergillus,
Aureobasidium, Candida, Eupennicillium, Eurotium, Fusarium, Mucor, Penicillium,
Rachiborskiomyces e outros gé'ne'rOSV ‘ql'Je infegram a classificagdo taxonémica de
fungos. B

33. METODO PARA INIBIR O CRESCIMENTO DE MOFO PATOGENICO EM
ALIMENTOS E RAGCOES ANIMAIS caracterizado por compreender uma
combinagdo de terra diatomacea calcinada, uma argila mineral,
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, B-glucanas e glucomananas, para espécies
animais ou aviarias, desse modo |n|b|ndo o crescimento de mofo tanto no
alimento ou ragao animal como na dlgesta que passa pelo animal, reduzindo
assim a susceptibilidade a uma colonizag&do micética do trato-digestivo.

34. METODO, de acordo com a reivin_dicac}éo 33, caracterizado por 0 montante
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da composig¢ao incorporada né diéta Compreender entre 0,0125% e 5% em peso
da ingestao diaria dos animais.

35. METODO, de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizada por as espécies
de mofo infectante incluirem pelomenos uma dentre Aspergillus, Aureobasidium,
Candida, Eurotium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rachiborskiomyces e outros
géneros que integram a classificago taxondmica de fungos.

36. COMPOSICAO caracterizada por compreender uma combinagéo de

B-glucanas, B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra diatomacea calcinada, um argila
mineral e glucomananas que é misturada em alimentos e ragdes.
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RESUMO
COMPOSIGAO DE B-1,3(4)-ENDOGLUCANOHIDROLASE,
B-1,3(4)GLUCANAS, TERRA DIATOMACEA, ARGILA MINERAL E
GLUCOMANANAS E METODO DE USO PARA AUMENTAR A FUNGAO
IMUNOLOGICA
Descreve-se um método para o aumento da fungdo imunolégica. A invengao
compreende uma combinagdo de [-1,3(4)-endo-glucano-hidrolase, B-1,3(4)
glucano, terra de diatomaceas, argila mineral e glucomanano, que é oferecida ou
consumida por espécies mamiferas ou avidrias em quantidades suficientes para
aumentar a fung&o imunolégica. A invengdo descrita pode ser misturada com

ragobes e alimentos, incorporada em ragdes ou alimentos em graos ou

- administrada as espécies mamiferas e aviarias por via oral.
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“COMPOSIGAO DE B-1, 3(4)-ENDOGLUCANOHIDROLASE,
B-1,3(4) GLUCANAS, TERRA DIATOMACEA, ARGILA MINERAL E
GLUCOMANANAS E METODO DE USO PARA AUMENTAR A FUNGCAO

IMUNOLOGICA”
REIVINDICACOES

1. COMPOSIGAO caracterizada por compreender uma combinacdo de

B-glucanas, B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra diatomacea
calcinada, wuma argila mineral, e glucomananas a qual ¢é
misturada em alimentos e rag¢des para animais aumentando,
assim, a funcdo imunoldégica em espécies de mamiferos e de
aves e, dessa forma, reduzindo a susceptibilidade a uma
infeccéo.

2. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por o sistema imunoldgico inato ser aumentado em espécies de

mamiferos e de aves.

3. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por o sistema imunoldgico inato ser aumentado em espécies de
mamiferos e de aves imunossuprimidos.

4. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por L-selectina e Interleucina-1f, que serve como indicador
de fungdo imunoldgica inata, serem aumentadas em espécies de
mamiferos e de aves.

5. COMPOSIGCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por espécies de mamiferos incluir todos animais ruminantes.

6. COMPOSIGCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por espécies de mamiferos incluir gado leiteiro, gado de
corte e ovinos.

7. COMPOSIGCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por espécies de mamiferos incluir ovinos.

8. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por espécies de aves incluir espécies de aves domésticas
utilizadas na producdo pecudria comercial.

9. COMPOSIGCAO, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizada

por espécies de mamiferos incluir todos animais ruminantes.
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10. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir gado

leiteiro, gado de corte e ovinos.
11. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéao 2,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir ovinos.

12. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 2,

caracterizada por espécies de aves incluir espécies de ave

utilizadas na producdo pecuadria comercial.
13. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo @3,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir todos animais

ruminantes.
14. COMPOSICAQ, de acordo com a reivindicacdo 3,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir gado

leiteiro, gado de corte e ovinos.
15. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir ovinos.

16. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéo 3,

caracterizada por espécies de aves incluir espécies de ave

utilizadas na producdo pecudria comercial. -
17. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir todos animais

ruminantes.
18. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéao 4,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir gado

leiteiro, gado de corte e ovinos.
19. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 4,

caracterizada por espécies de mamiferos incluir ovinos.

20. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizada por espécies de aves incluir espécies de ave

utilizadas na producdo pecudria comercial.

21. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada porxr o produto argila mineral ser
montmorilonita, bentonita, aluminosilicato ou argilas

zeoliticas ou suas misturas.
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22. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 1.

caracterizada por B-1,3(4)-endoglucanohidrolase ser produzido

a partir da fermentacéo submersa de Trichoderma
longibrachiatum.
23. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada por @-glucanas e glucomananas serem derivados

de fervura e autédlise enzimdtica das paredes celulares de
leveduras gram-positivas do género Saccharomyces.
24. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 23,

caracterizada por (-glucanas e glucomananas serem derivados

de fervura e autdlise enzimatica das paredes celulares de
leveduras gram-positivas de Saccharomyces cerevisiae.
25. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada por a terra diatomadcea ser calcinada a uma

temperatura minima de 900°C.
26. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizada por a composicdo compreender entre 15% e 40% de

terra diatomécea, entre 50% e 81% de argila mineral, entre
1,0% e 5,0% de R-glucanas, entre 0,05% e 3,0% de
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase e entre 1% e 8,0% de
glucomananas.

217. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada por a composigdo compreende entre 20% e 30% de

terra diatomacea, entre 60% e 75% de argila mineral, entre
1,0% e 3,5% de B-glucanas, entre 0,1% e 3,0% de
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase e entre 1,08 e 6,0% de
glucomananas.

28. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada por a combinagdo de terra diatomdcea, uma

argila mineral, p-1,3(4)-endoglucanohidrolase, B-glucanas e
glucomananas ser misturada em alimentos ou ragdes para
animais numa Concentragéo entre 0,0125% e 5% em péso com O
propésito de inibir o crescimento de fungos, em racdes,

alimentos ou digesta.
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29. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizada por dita composicdo ser misturada em alimentos

ou ragdes animais e ser subseqlientemente servida aos animais

domésticos vivos.
30. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacéio 1,

caracterizada por dita composicdo ser misturada em alimentos

ou racdes animais e ser subseqgiientemente servida a ruminantes
vivos ou aves domésticas vivas.

31. COMPOSIGCAO caracterizada por ser misturada em alimentos e

ragbes para animais com a finalidade de inibir o crescimento
de mofo patogénico nos alimentos, racdes para animais e
digesta compreendendo uma combinacdo de B-glucanas,
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra diatomacea calcinada,
uma argila mineral e glucomananas, inibindo assim o
crescimento de mofo patogénico tanto no alimento ou racdo
animal quanto na digesta passando pelo animal, reduzindo
assim a susceptibilidade a uma colonizacdo micética do trato
digestivo e micoses invasivas.

32. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicacdo 31,

caracterizada por as espécies infectantes de mofo incluirem

pelo menos uma dentre Aspergillus, Aureobasidium, Candida,
Eupennicillium, Eurotium, Fusarium, Mucor, Penicillium,
Rachiborskiomyces e outros géneros que integram a
classificagdo taxonémica de fungos.

33. METODO PARA INIBIR O CRESCIMENTO DE MOFO PATOGENICO EM
ALIMENTOS E RACOES ANIMAIS caracterizado por compreender uma

combinacdo de terra diatomacea calcinada, uma argila mineral,
B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, B-glucanas e glucomananas,
para espécies animais ou aviarias, desse modo inibindo o
crescimento de mofo tanto no alimento ou racdo animal como na
digesta que passa pelo animal, reduzindo assim a
susceptibilidade a uma <colonizacdo micética do trato
digestivo.

34. METODO, de acordo com a reivindicagéo‘33,ﬂéaréctéiizédo
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por o montante da composigdo incorporada na dieta compreender
entre 0,0125% e 5% em peso da ingestdo didria dos animais.

35. METODO, de acordo com a reivindicacdo 33, caracterizada

por as espécies de mofo infectante incluirem pelo menos uma
dentre Aspergillus, Aureobasidium, Candida, Eurotium,
Fusarium, Mucor, Penicillium, Rachiborskiomyces e outros
géneros que integram a classificacdo taxondmica de fungos.

36. COMPOSIGCAO caracterizada por compreender uma combinacdo

de f-glucanas, B-1,3(4)-endoglucanohidrolase, terra
diatomédcea calcinada, um argila mineral e glucomananas que ¢é

misturada em alimentos e racdes.
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