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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "COMPOSI-
CAO QUE COMPREENDE COMPONENTES PROBIOTICOS E PREBIOTI-
COS E SAIS MINERAIS, COM LACTOFERRINA E SEU USO".
CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencéo refere-se a composicdes que compreendem
um probidtico, mais especificamente Bifidobacterium longum, e um material
veiculo que compreende materiais prebioticos, sais minerais e lactoferrina,
nao sO apresentardo sobrevivéncia da espécie probidtica melhorada e/ou
aumentada, como também realiza colonizagao eficaz dos componentes pro-
bidticos administrados com consequéncias entéricas de disbiose comum do
trato digestivo causada por stresse, habitos dietéticos incorretos, tratamen-
tos antibidticos, doenca e similares. Essas composi¢des também tém uma
acao concomitante anti-inflamatéria e imunomoduladora. Além disso, a in-
vencgao é dirigida a métodos para aumentar e/ou melhorar a sobrevivéncia e
viabilidade de um organismo probiético com as composi¢des descritas aqui.

As composigdes da presente invengcao podem ser usadas para a
preparacao de suplementos nutricionais e produtos de grau farmacéutico.
ANTECEDENTES DA INVENGAO

Os consumidores estao se tornando crescentemente conscien-
tes de questdes que podem ser necessarias para manutencdo de seu ambi-
ente, saude e nutricdo. Em resposta, a pesquisa cientifica tem se concentra-
do nos papéis que dieta, stresse e praticas médicas modernas (por exemplo,
antibidticos e radioterapia) podem desempenhar como ameacga a saude hu-
mana. Em particular, o deslocamento dinamico de populagdes para socieda-
des mais antigas esta aumentando a incidéncia de doengas que podem ser
causadas por microflora deficiente ou comprometida tais como infecgbes do
trato gastrointestinal (GIT), constipacao, sindrome do intestino irritavel (IBS),
doenca inflamatéria do intestino (IBD) — doenca de Crohn e colite ulcerativa,
alergias alimentares, diarreia induzida por antibiéticos, doenga cardiovascu-
lar e certos canceres (por exemplo, cancer colorretal).

Nos ultimos anos, a produgdao comercial e a comercializagao de

alimentos funcionais (alimentos que afetam fungées do corpo de uma manei-
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ra orientada de modo a trazer efeitos positivos para a fisiologia e nutrigéo),
particularmente alimentos contendo probiéticos, espalhou-se do bem-
estabelecido nicho de mercado japonés para o mercado global. Embora va-
rias bactérias probibticas de origem humana estejam agora sendo explora-
das comercialmente, a ciéncia esta ainda emergindo ndo s6 em relagéo a
aplicagbes potenciais desses produtos, como também sobre como melhorar
a eficacia.

Probiodtica tem sido definida como suplementos alimentares de
microbios vivos que afetam beneficamente o hospedeiro melhorando o equi-
librio intestinal microbiano, ou mais amplamente, como micro-organismos
vivos, que apds ingestdo em certos numeros, exercem efeitos sobre a saude
alem de nutricdo basica inerente. Coquetéis de varios micro-organismos,
particularmente das espécies Lactobacillus e Bifidobacterium, tém sido tradi-
cionalmente usados em produtos derivados do leite fermentados para pro-
mover saude. No entanto, para serem eficazes, os probiéticos tém n&o sé6 de
sobreviver as condi¢des de processo de fabricagdo, embalagem e armaze-
namento, como também, entdo, tém de sobreviver ao transito através do
trato gastrointestinal de modo que o material probiético permaneca viavel
para ter um efeito positivo sobre a satde.

A histéria evolucionaria do homem tem sido influenciada por bac-
terias, ndo apenas quanto a epidemias. Uma influéncia menos evidente e
mais profunda é aquela da flora comensal, especialmente a flora residente
no intestino humano, que realiza um importante papel "protetor" e "educa-
cional" (o primeiro papel é realizado sobre todo o corpo e o segundo sobre
seu sistema imune), e constantemente defende o individuo contra doencga.
Como é de fato bem conhecido, sob condigbes normais, a pele e muito das
membranas mucosas do corpo s&do "habitadas" por uma variada flora de mi-
cro-organismos, que sao frequentemente especificos a tecidos. Por exem-
plo, os micro-organismos predominantes no intestino (ndo menos de 500
cepas foram identificadas até agora), especialmente no intestino grosso, sdo
Bacteroides spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp., Klebsiella spp., Sta-

phylococci, leveduras e Escherichia coli. Essa flora microbiana comensal
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pode ser dividida em duas categorias: flora "residente", que esta quase
sempre presente e, se alterada, pode ser rapidamente restaurada; e flora
"transitoria”, que pode colonizar-se no hospedeiro por curtos periodos, devi-
do a falta de capacidade da flora transitéria em competir com os micro-
organismos residentes ou com os mecanismos de defesa do hospedeiro. A
flora transitéria as vezes também inclui micro-organismos potencialmente
patogénicos. A composicéo exata da flora é influenciada por fatores de ori-
gem microbiana e fatores especificos ao hospedeiro. Entretanto, como esses
ultimos fatores (idade, nivel nutricional, hormdnios e doenga) sao dificeis de
modificar, a analise se concentrara nos primeiros.

Um importante fator microbiano que influencia a composigéo da
flora comensal é a capacidade de bactérias em aderir as células epiteliais.
Algumas bactérias apresentam tropismo marcado (afinidade) por células epi-
teliais particulares. A flora normal pode, entédo, interferir nos micro-
organismos potencialmente patogénicos competindo com eles pelos recepto-
res na superficie das células. A flora comensal pode também interferir em
micro-organismos patogénicos produzindo bacteriocinas, substéancias que
inibbem o crescimento de outras bactérias (habitualmente da mesma espé-
cie), ou proporcionando um ambientem acido por meio da produgédo de aci-
dos graxos de cadeias curtas ou competindo pelos mesmos nutrientes. Ou-
tros mecanismos uteis sdo o estimulo a produzir anticorpos naturais com
reatividade cruzada, ou estimulagédo de mecanismos de depuragdo. Contu-
do, estes ultimos s&o muito menos importantes.

Devido a esses mecanismos, a flora normal forma uma barreira
eficaz contra colonizagdo das superficies do hospedeiro por micro-
organismos patogénicos. Isso é conhecido como "resisténcia a colonizagao".

Como pode, assim, ser facilmente inferido, qualquer fenémeno
que reduz o efeito desses fatores microbianos sobre o ecossistema gastro-
entérico pode levar a graves problemas para a salde do individuo. Por e-
xemplo, tratamento com antibiéticos de amplo espectro elimina todas as bac-
térias comensais da flora gastroentérica que séo sensiveis ao agente antimi-

crobiano usado. Nesse caso, a resisténcia a colonizagao reduz-se e micro-
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organismos potencialmente letais estdo livres para colonizar a mucosa.
Quando o tratamento é descontinuado, a flora residente pode ser restaura-
da, obviamente, com o tempo. Infelizmente, contudo, bactérias aerébicas
gram-negativas crescem mais rapido e colonizam as membranas mucosas
mais cedo do que bactérias anaerdbicas gram-negativas, que proliferam
mais lentamente, embora elas constituam 99% da flora comensal. Em paci-
entes cujas defesas imunes séo de fato apenas parcialmente prejudicadas,
esse desequilibrio pode causar bacteremia gram-negativa.

Outras possiveis consequéncias associadas a supressio da flo-
ra normal por antibiéticos de amplo espectro incluem crescimento excessivo
de leveduras com a aparéncia de micose, ou crescimento excessivo da bac-
téria anaerdbica gram-negativa Clostridium difficile, que é infelizmente e rela-
tivamente resistente a antibiéticos. Sua presenga pode conduzir a uma série
de muitos disturbios comuns, que variam de diarreia a colite.

O sistema imune e suas fungdes sao o resultado de milhares de
anos de desenvolvimento, determinados dia apés dia por constante intera-
¢ao com o mundo dos micro-organismos, especialmente em nivel gastroin-
testinal.

Esta provado cientificamente que condigbes assépticas obtidas
com higiene excessiva ou uso excessivo de antibiéticos nédo representam
uma estratégia bem-sucedida em termos de saude individual, especialmente
em vista das excelentes condigdes da vida hoje (comparada com o passado
recente). O dano que condigdes mesmo parcialmente assépticas podem
causar € bem conhecido, a saber, intolerancias alimentares, alergias e doen-
cas autoimunes. Esses problemas resultam de falta de contato entre a flora
comensal e o sistema imune. Por meio desse contato diario, a flora comen-
sal ensina o sistema imune a como distinguir entre "eu" e "néao eu". Uma
grande quantidade de evidéncias epidemioldgicas (e de testes experimentais
conduzidos, por exemplo, com animais sem germes) prova essa teoria.

Um aumento significativo na taxa de intolerancias alimentares e
alergias (até 40%), e disturbios autoimunes (até 30%) tais como esclerose

multipla, ltpus eritematoso e artrite reumatoide, tem sido observado nos pai-
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ses economicamente desenvolvidos, desde os anos cinquenta e sessenta,
em paralelo com a redugéo na mortalidade decorrente de doengas infeccio-
sas (devido a disponibilidade de mais e mais antibiéticos). Essa elevagdo é o
resultado de uma mudanga substancial na qualidade e quantidade de flora
comensal gastroentérica devido a uso incorreto de antibiéticos e a um estilo
de vida cada vez mais estressante, e, também, no caso dos lactantes, a uma
redugéo na amamentagéo. Na verdade, relata-se com frequéncia que crian-
cas amamentadas sofrem de intolerancias alimentares e alergias menores
do que criangas que recebem o chamado leite "artificial". Ainda mais recen-
temente, a mesma correlagéo foi relatada para esclerose multipla (uma do-
enga autoimune). Contrariamente, analise da morbidez de individuos que
vivem em ambientes tribais (em partes da Africa, India ou interior da Austra-
lia) onde o estilo de vida é primitivo mostra uma auséncia quase total de do-
encas tais como alergias e autoimunidade (embora haja obviamente uma
alta taxa de doengas infecciosas).

Tratamento com antibiético, estresse e falta de amamentagéo,
que alteram a qualidade e quantidade da flora gastroentérica comensal, re-
duzem a possibilidade de que a flora comensal venha a entrar em contato
com o sistema imune. Como resultado desse contato, as células do sistema
imune, especialmente linfécitos T auxiliares tipos 1 e 2, sdo "ensinadas" a
tolerar (isto &, ndo responder a) antigenos alimentares e antigenos néo ali-
mentares indcuos (tais como péiens), ou as proteinas do corpo a que elas
pertencem (prevenindo, assim, doengas autoimunes).

A excepcional importancia da flora comensal para a salde pre-
sente e futura de cada individuo &, portanto, evidente. Entretanto, seres hu-
manos nao nascem com flora comensal. Pelo contrario, no nascimento, o
trato gastroentérico &€ estéril. Sua colonizagdo € iniciada no momento do
nascimento pela flora vaginal e flora anal da mée, no caso de um nascimen-
to vaginal, ou por exposi¢do ao ambiente externo ao Gtero no caso de uma
cesariana, e em ambos os casos & subsequentemente influenciada pelo tipo
de leite dado e por fatores maternos/ambientais. Apés o estagio neonatal, a

flora gastroentérica comensal de um individuo saudavel consiste em pelo
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menos 10'® bactérias, 99% dos quais pertencem a algumas 30-40 espécies.

Essa flora, portanto, consiste em germes anaerébicos (bifidobac-
térias, clostridios, bacterioides, eubactérias e cocos gram-positivos) e ger-
mes aerobicos (lactobacilos, estreptococos, estafilococos e coliformes). No
entanto, essas quantidades nao se distribuem igualmente ao longo do eixo
gastroentérico: o teor de bactérias é relativamente baixo no estémago (abai-
xo de um milhdo por grama), mas a quantidade aumenta substancialmente
no ileo (100 milhdes) e enormemente no célon (100 bithdes).

Portanto, existe uma necessidade no estado da técnica de com-
posicdes que contenham materiais probiéticos que n&o s6 sobrevivam as
condigbes de processo de fabricagdo, como também possam, por conse-
guinte, sobreviver no trato gastrointestinal, liberando, desse modo, materiais
probidticos vidveis no hospedeiro com necessidade desses materiais.
SUMARIO DA INVENGAO

Em seu aspecto mais amplo, a presente invengdo proporciona
uma composicéo probidtica que compreende: a) um ou mais componen-
tes probibticos que compreendem Bifidobacterium longum e pelo menos
uma especie de bactérias selecionadas do grupo de bactérias que consiste
em Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus planta-
rum; e b) uma composicédo veiculo que compreende: 1) um ou mais compo-
nentes prebidticos; 2) lactoferrina; 3) um ou mais sais minerais; e, opcional-
mente, 4) glutationa.

Em um primeiro aspecto da invengao, é preferido que a Bifido-
bacterium longum é Bifidobacterium longum R175 ("Rosell 175"), que a Lac-
tobacillus helveticus é Lactobacillus helveticus R52 ("Rosell 52"); que a Lac-
tobacillus rhamnosus é Lactobacillus rhamnosus R11 ("Rosell 11") e que a
Lactobacillus plantarum é Lactobacillus plantarum R1012 ("Rosell 1012").
Lactobacillus helveticus Rosell 52 é também conhecida na industria como
uma especie Lactobacillus acidophilus e, portanto, como usada aqui, Lacto-
bacillus helveticus R52 pode também ser conhecida como Lactobacillus aci-
dophilus R52.

Em uma modalidade preferida, o que denominamos um ou mais
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componentes prebidticos séo inulina e frutose. Em outra modalidade preferi-
da, o que denominamos um ou mais sais minerais é selecionado do grupo
que consiste em zinco, magnésio, potassio e cobre. Em uma modalidade
preferida, os sais minerais compreendem gliconato de zinco, gliconato de
magneésio e citrato de potassio.

Um aspecto da invencéo proporciona uma composicdo probiti-
ca que compreende: a) uma mistura de componentes probiédticos que com-
preende Bifidobacterium longum, 50 bilhées de CFU/g; Lactobacillus helveti-
cus, 150 bilhées de CFU/g; e Lactobacillus plantarum, 150 bilhdes de CFU/g;
e b) um veiculo que compreende: 1) uma mistura de prebidticos que com-
preende cerca de 80% da composigao veiculo total; 2) lactoferrina em uma
quantidade de cerca de 0 a cerca de 10% da composigao veiculo total; 3)
sais minerais selecionados do grupo que consiste em sais de magnésio, de
potassio e de zinco, em que magnésio esta presente na composicéo veiculo
em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100%; em que o potassio esta
presente em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100% da composigéo
veiculo; e em que o zinco esta presente em uma quantidade de cerca de 0 a
cerca de 100% da composi¢édo veiculo; e 4) glutationa, e que a glutationa
esta presente em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 20% da compo-
sicéo veiculo.

Em outro aspecto da invengéo, é proporcionada uma composi-
¢éo probidtica a) uma mistura de componentes probiéticos que consiste em
Bifidobacterium longum R175 e Lactobacillus rhamnosus R11; b) um compo-
nente prebidtico que compreende inulina e frutose; c) lactoferrina; d) uma
mistura de sais minerais que consiste em sais de magnésio e de zinco; e e)
Saccharomyces boulardii.

Em ainda um aspecto adicional da invengéo s&o proporcionados
métodos de uso de composigdes que contém probibticos para a preparacéo
de formulagdes para administragdo oral para a manutengao e/ou restauragéo
de saude intestinal e para prevengéo de disbiose de qualquer etiologia em
mamiferos.

Em ainda um aspecto adicional da invengéo, é proporcionado
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um meétodo de melhoramento da sobrevivéncia de bactérias Bifidobacterium
longum que compreendem: misturar Bifidobacterium longum com Lactobacil-
lus helveticus R52 e Lactobacillus plantarum R1012, em que a sobrevivéncia
da Bifidobacterium é melhorada.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

Em adultos, tratamento com antibiético, estresse, desequilibrios
dietéticos e doenca (especialmente distirbios gastroentéricos) alteram a
qualidade e quantidade da flora comensal benéfica. O problema de obter um
processo rapido e eficiente de recolonizagéo consequentemente surge. Esse
processo é significativamente facilitado por probiéticos.

Verificou-se agora que uma combinagao de uma mistura especi-
fica de componentes probidticos, mais especificamente Bifidobacterium lon-
gum, quando misturada em um veiculo que compreende (A) um ou mais
componentes prebidticos, (B) lactoferrina e (C) um ou mais sais minerais, e
opcionalmente sacaromicetos, melhora a sobrevivéncia da espécie Bifido-
bacterium longum, bem como executa uma consideravel acdo de melhora-
mento de saude, mantém e/ou restaura a saulde intestinal, controla as con-
sequéncias do estresse e realiza uma atividade anti-inflamatéria e imunomo-
duladora. Mais especificamente, as composi¢des da invengdo exibem au-
mento e/ou melhoramento de sobrevivéncia dos componentes probiéticos
apos transito através do trato gastrointestinal.

As composicdes de acordo com a invengéo sao, portanto, carac-
terizadas por um consideravel valor simbiético (probidtico com prebiose sus-
tentada), com um forte componente anti-inflamatério e imunomodulador, e
s&o também capazes de lidar com alteragdes no equilibrio fluido-sal. Elas
consequentemente melhoram/restauram de maneira notavel a salde intesti-
nal, e também apresentam repercussdes favoraveis na prevengéo de indis-
posigéo, infecgbes e todas as consequéncias de estresse em geral (especi-
almente estresse fisico e ambiental).

Mesmo que tenha sido mostrado que, pelo menos para algumas
cepas probidticas, probidticos mortos podem proporcionar um beneficio cli-

nico, o resultado clinico em humanos de bactérias mortas ndo é tao robusto
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como no caso das células viaveis. Portanto, a fim de produzir um produto
probidtico que é capaz de proporcionar o desejado efeito clinico, é necessa-
rio assegurar que a composicdo que contém probiético tenha o mais alto
percentual de sobrevivéncia cumulativa de probidticos a medida que eles
transitam pelo trato gastrointestinal superior.

Os inventores verificaram que combinando Bifidobacterium lon-
gum, isoladamente ou em combinagéo com um ou mais componentes probi-
oticos, tais como Lactobacillus helveticus elou Lactobacillus plantarum, com
um veiculo que compreende prebidtico, preferencialmente inulina, frutose
e/ou FOS; sais minerais que compreendem magnésio, zinco e/ou potassio;
lactoferrina; a Bifidobacterium longum aumenta sua sobrevivéncia através do
trato digestivo e, portanto, as composi¢des exibem maior eficacia.

Probibticos s&o tradicionalmente definidos como um suplemento
nutricional que contém (preferencialmente) micrébios vivos que influenciam
favoravelmente a salde do hospedeiro melhorando o equilibrio microbiologi-
co. Organismos probitticos devem também ser:

- componentes normais da flora intestinal humana ou em todo o
caso imediatamente adaptavel a esse habitat;

- capazes de atravessar a barreira gastrica, sem a agdo dos &ci-
dos biliares e enzimas pancreaticas;

- capazes de aderéncia especifica ao epitélio intestinal;

- facilidade de uso em pratica clinica.

As seguintes bactérias probitticas satisfazem a definicao acima:

- bactérias produtoras de acido lactico em geral;

- lactobacilos (acidophilus, helveticus, bulgaricus, plantarum, ca-
sel, rhamnosus, lactis e reuteri),

- Streptococcus thermophilus;

- Enterococcus faecium;

- Bifidobacterium bifidum e longum.

A mistura de componentes probiéticos de acordo com esta in-
vencao compreende pelo menos duas espécies de bactérias selecionadas

do grupo de bactérias que consiste em:
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- Bifidobacterium longum

- Lactobacillus helveticus

- Lactobacillus acidophilus

- Lactobacillus rhamnosus e

- Lactobacillus plantarum.

Em uma modalidade preferida da invengdo, as composicoes
probiéticas compreendem Bifidobacterium longum.

Esses agentes microbianos vivos e essenciais sdo capazes de
colonizagéo rapida, que logo leva a realizagao de suas fungbes:

1) protecéo por meio de antagonismo direto a populagdes poten-
cialmente patogénicas (inibicdo de aderéncia ao epitélio; producéo de bacte-
riocinas; competi¢éo por nutrientes e substratos; criagéo de condi¢des de pH
e microambientes redox desfavoraveis);

2) estimulagdo e ensinamento do sistema imune (ativagido ma-
crofagica, intensificagdo de células assassinas naturais, aumento de produ-
¢éo de interferons e equilibrio de populagdes de células T auxiliares 1 e 2).

3) acidificagdo do meio coldénico mediante liberagéo de lactato,
propionato e butirato.

A comunidade cientifica concentrou recentemente seu interesse
no estudo e caracterizagdo daquelas cepas gque parecem ser as melhores
candidatas para o desenvolvimento de simbidticos (produtos que contém
tanto probidticos quanto prebiéticos), a saber, lactobacilos (acidophilus, hel-
veticus, plantarum e rhamnosus) e bifidobactérias. Essas diferentes cepas
exibem uma variedade de propriedades: capacidade de atravessar a barreira
gastrica e biliar eficazmente; melhoria de constipagdo e sintomas associados
a intolerancia a lactose; atenuagéo de diarreia (incluindo tipos com uma etio-
logia viral); produgéo de bacteriocinas; capacidade de inibir patégenos tais
como Salmonella, Shigella, Yersinia, Candida e Coli; imunomodulagio e mui-
tas outras.

O género Lactobacillus pertence ao grupo de bactérias do acido
lactico, que séo procariotes gram-positivos. Elas sdo facilmente diferencia-

das de bifidobactérias com base em teor de guanina e citosina, que é inferior
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a 54% (em bifidobactérias, esse teor excede 54%). O género compreende
aproximadamente 80 espécies, que sado negativas a catalase, iméveis, sem
esporos, negativas a citocromo oxidase, nao hidrolisaveis em gelatina e nédo
produtoras de indol, com um metabolismo sacarolitico e microaerofilico. Es-
sas especies também apresentam exigéncias nutricionais particulares, a sa-
ber, carboidratos soluveis, aminoéacidos livres, peptonas, acidos graxos e
seus ésteres, sais, acidos nucleicos e vitaminas. Elas sdo também classifi-
cadas com base no tipo de fermentagdo como espécies de homofermenta-
¢do obrigada, heterofermentagdo obrigada e heterofermentagéo facultativa.

Bactérias de acido lactico da espécie rhamnosus em particular
foram originalmente identificadas e selecionadas a partir de cepas de origem
intestinal humana. Elas possuem caracteristicas especificas diferentes que
elas apenas parcialmente compartilham com outras bactérias produtoras de
lactato:

1) do ponto de vista imunolégico elas melhoram a resposta de
linfocitos T e B e a resposta "assassina natural" (NK) das células CD56+;

2) do ponto de vista clinico seu uso & um método eficaz de com-
bater varias formas de diarreia (incluindo rotavirus, diarreia do viajante, diar-
reia causada por tratamentos com antibiético e diarreia recorrente causada
por superinfeccdes com Clostridium difficile);

3) relata-se também que elas reduzem colonizagao das vias aé-
reas superiores por patégenos.

No que se refere a colonizagédo, sabe-se que as espécies sio
resistentes a acidez gastrica, bile e aos altos valores de pH tipicos do intes-
tino grosso onde, ap6s colonizagdo, elas promovem a proliferagao de bifido-
bactérias influenciando favoravelmente as condi¢cées ambientais.

O género Bifidobacterium compreende 28 espécies e apresenta
as seguintes caracteristicas gerais: gram-positivas, anaerdbicas, iméveis,
sem esporos, negativas a catalase, ndo acido urico, pleomérficas e produto-
ras de acido acético (bem como, produtoras de lactato). Elas também usam
sais de aménio como fonte de nitrogénio e s&o capazes de sintetizar muitas

vitaminas. Finalmente, seu desenvolvimento € influenciado pela presenca de
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fatores bifidogénicos (oligossacarideos e peptonas).

Como ja afirmado, durante seu transito e colonizagéo, lactobaci-
los e bifidobactérias realizam uma série de agdes, identificaveis como fisio-
l6gicas, tal como redugéo de intolerancia a lactose; melhoramento da motili-
dade intestinal; reducdo de colesterol sérico; acumulagdo de enzimas pro-
teoliticas, proteinas e vitaminas; regulagdo de absorgdo de nutrientes; reati-
vagéo da permeabilidade do epitélio intestinal; e melhoramento das condi-
¢bes de pacientes geriatricos.

Eles se caracterizam também por efeitos "nao fisioldgicos" tais
como um efeito antidiarreia (diarreia infantil, diarreia dos viajantes e diarreia
associada ao uso de antibiéticos); um efeito antisséptico (devido a produgéo
de bacteriocinas, acido lactico e acido acético e a liberagao de acetila, aldei-
do acetico, perdxido de hidrogénio e didxido de carbono); um efeito antitu-
moral (principalmente localizado no célon e reto); e um efeito imunomodula-
dor (pacientes tratados com essas cepas tém respostas melhores de células
NK, anticorpos, fagécitos e citocinas).

Alem disso, uma série de atividades bioldgicas realizadas por
essas varias cepas esta sob discussdo e devem logo ser confirmadas por
estudos adicionais, tal como uma atividade analérgica (na esfera dos alimen-
tos), atividade anti-inflamatéria (na esfera intestinal), atividade antioxidante
(com repercussdes favoraveis na esfera aterosclerética) e atividade proteto-
ra do figado (especialmente na esfera associada a consumo de alcool).

De acordo com um aspecto preferido da invengéo, a mistura de
componentes probitticos compreende Bifidobacterium longum e pelo menos
uma espécie adicional selecionada do grupo de bactérias que consiste em
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus
e Lactobacillus plantarum.

Na mistura acima menéionada de componentes probibticos, &
preferido que a Bifidobacterium longum seja Bifidobacterium longum R175
("Rosell 175"), que a Lacfobacillus helveticus seja Lactobacillus helveticus
R52 ("Rosell 52"), que a Lactobacillus rhamnosus seja Lactobacillus rham-

nosus R11 ("Rosell 11") e que a Lactobacillus plantarum seja Lactobacillus
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plantarum R1012 ("Rosell 1012"). Lactobacillus helveticus Rosell 52 é tam-
bém conhecido na industria como uma espécie Lacfobacillus acidophilus e,
portanto, como usada aqui, Lactobacillus helveticus R52 pode também ser
conhecida como Lactobacillus acidophilus R52.

Bifidobacterium longum R175 é disponivel a partir do Institute
Rosell, Inc. (Lallemand), Montreal, Qc, Canada, sob o coédigo de produto
75119.

Bifidobacterium longum R175 & um anaerdbio estrito, que con-
siste em bastdes gram+ de varias formas, isolados ou em pares (1-1,5 um x
6 um). Ela forma pequenas coldnias brancas em meio seletivos. Bifidobacte-
rium longum R175 é heterofermentativa e produz tanto acido L-lactico quan-
to acido acético durante fermentagdo. Trata-se de catalase negativa. Em
condigbes de laboratério, Bifidobacterium longum R175 cresce bem em meio
comercialmente disponivel para bactérias de acido lactico (RCM) a 37° C
sob condi¢cdes anaerdbicas. Em particular, ela € capaz de crescer nos se-
guintes agucares (APl 50 CH resulta ap6s 48 horas a 37°C):
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Lactobacillus helveticus R52 foi registrada com CNCM (Instituto
Pasteur) sob nimero 1-1722.

Lactobacillus rhamnosus R11 foi registrada com CNMC (Instituto
Pasteur) sob nimero 1-1720 e posteriormente sob nlimero 990411 na Agén-
cia Canadense de Inspec¢éo de Alimentos.

Lactobacillus plantarum R1012 foi registrada com CNMC (Institu-
to Pasteur) sob nimero MA 18/5U.

Uma mistura particularmente preferida de componentes probioti-
cos compreende Bifidobacterium longum, preferencialmente Bifidobacterium
longum R175 em combinagdo com Lactobacillus, preferencialmente Lacto-
bacillus helveticus R52 em combinagdo com, e/ou Lactobacillus plantarum,
preferencialmente Lactobacillus plantarum R1012.

A mistura especifica de probiéticos acima identificada apresenta
caracteristicas de estabilidade, aderéncia, colonizagéo e capacidade ideal de
proliferagéo para os fins da invencao.

De acordo com um aspecto preferido desta invengao, as compo-
sicbes de acordo com esta invengdo conterdo as espécies de bactérias que
constituem a mistura de probidticos nas seguintes quantidades:\

- Bifidobacterium longum, 50 bilhdes de CFU/g;

- Lactobacillus helveticus, 150 bilhdes de CFU/g;

- Lactobacillus plantarum, 150 bilhées de CFU/qg.

Ainda em outro aspecto da invengdo, a mistura preferida de
componentes probidticos compreende Bifidobacterium longum e Lactobacil-
lus rhamnosus.

As misturas especificas de probiéticos acima identificadas apre-
sentam caracteristicas de estabilidade, aderéncia, colonizagédo e capacidade
ideal de proliferagéo para os fins da invencao.

Em um aspecto preferido da invengéo, as composicdes da pre-
sente invengéo conterdo as espécies de bactérias que constituem a mistura
de probidticos nas seguintes quantidades:

- Bifidobacterium longum, 50 bilhées de CFU/g

- Lactobacillus rhamnosus, 150 bilhdes de CFU/g.
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Em uma modalidade preferida, a mistura de componentes probi-
6ticos compreende Bifidobacterium longum, preferencialmente Bifidobacteri-
um longum R175 e Lactobacillus rhamnosus, preferencialmente Lactobacil-
lus rhamnosus R11.

A fim de aumentar e/ou melhorar a sobrevivéncia das espécies
probidticas, & preferido que as espécies probidticas sejam combinadas com
um veiculo que compreende ingredientes nao probidticos que néo sé6 funcio-
nem como uma fonte de alimento para os probiéticos, como também ajuderh
a elevar a eficacia global da composigdo como um todo.

Demonstra-se que quando lactobacilos e bifidobactérias s&o
administrados para modular a flora intestinal, o efeito pode ser transitério,
porque a proliferagcao de bactérias exdgenas pode ser limitada. Os invento-
res mostram que Bifidobacterium, especificamente Bifidobacterium longum,
tem sobrevivéncia insuficiente quando administrada em combinacgéo. Suple-
mentagéo combinada com prebidticos é exigida para resolver esse proble-
ma. Os inventores verificaram surpreendentemente que quando um compo-
nente probidtico, mais especificamente Bifidobacterium longum, é adminis-
trado com um veiculo que compreende um prebibtico, a sobrevivéncia da
Bifidobacterium longum é melhorada e/ou aumentada.

Prebidticos sdo substéncias usadas para proporcionar nutrigcao
seletiva adequada a grupos bacterianos especificos, a chamada fragéo pro-
bidtica, a fim de sustentar sua resisténcia, capacidade de colonizagéo e ca-
pacidade reprodutora no intestino. Em termos quimicos, substancias prebié-
ticas correspondem a carboidratos digestiveis e indigestiveis e fibras dietéti-
cas. Apos serem ingeridas, essas substancias atravessam quase todo o trato
gastrointestinal superior intatas, sem sofrer qualquer processo digestivo.
Quando elas atingem o célon, elas representam o principal substrato de nu-
trientes das bactérias saudaveis/comensais cuja presenca deve ser susten-
tada, as quais podem usar essas substancias e digeri-las logo que elas fun-
cionem como um substrato de nutrientes.

Nem todas as substancias agrupadas sob o termo "prebidtico”

apresentam as mesmas caracteristicas especificas.
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Prebiéticos sdo uma familia de ingredientes alimentares que sao
muito diferentes uns dos outros e que estimulam e facilitam o crescimento de
algumas especies bacterianas de uma maneira diferente de composto para
composto.

Os prebibticos mais amplamente estudados s&o inulina e frutoo-
ligossacarideos (FOS).

Inulina, descrita pela primeira vez no inicio do século XIX, é en-
contrada em muitas plantas. Inulina extraida de chicéria é presentemente
preferida para uso dietético. A adi¢éo de inulina a um produto (o que a torna
um "simbidtico") garante a presenga do substrato nutricional essencial ao
equilibrio fisiolégico de toda a flora microbiana. Quando inulina, um polissa-
carideo nao hidrolisavel, rompe-se (o que pode somente resultar de agao
bacteriana), ela reduz o pH intestinal, conservando, assim, o ambiente do
colon inabitavel para crescimento de patégenos.

FOS sédo também prebidticos amplamente usados. Em termos
quimicos, elas sao frutanos de cadeia curta e, consequentemente, soltiveis,
com um grau de polimerizagéo que nao excede oito unidades de carboidra-
tos. Do ponto de vista biolégico, a adi¢do dessa mistura de prebidticos pare-
ce ser adequada e bem-sucedida: conforme recentemente relatado, esses
prebibticos modificam consideravelmente a composicéo da microflora intes-
tinal, por exemplo, aumentando as bifidobactérias de 20 a 71% de toda a
populagéo intestinal.

O veiculo para uso nas composi¢des probidticas da presente in-
vencgéo preferencialmente compreende um prebiético, tal como um compo-
nente fibroso. O prebibtico pode funcionar como fonte alimentar para espé-
cies probidticas tais como Lactobacillus e Bifidobacteria. No trato gastrin-
tenstinal superior a Bifidobacterium nao cresce devido ao ambiente de oxi-
génio, mas o Lacfobacillus pode ser metabolicamente ativo. Se processos
enzimaticos do organismo tornam-se ativos, eles buscam uma fonte de ali-
mento. A relagdo sinérgica entre o Lactobacillus como probidticos e um pre-
bidtico, preferencialmente inulina, pode levar os lactobacilos a sofrer ativida-

de metabdlica. Isso pode ser benéfico ao hospedeiro como observado aci-
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ma, mas também significaria que as células ndo podem sobreviver a agéo
fisioldgica no trato gastrointestinal. Assim, pode-se acreditar que a relacéo
sinérgica positiva entre os Lactobacilli e a inulina no trato Gl superior aumen-
te a capacidade de imunopotencializagdo das composi¢cées que contém pro-
bidticos da presente inven¢éo, mais do que a capacidade das cepas indivi-
duais de lactobacilos que ndo possuem o prebidtico presente, mas essa re-
lag&o sinérgica ocorreria as custas da porcentagem de sobrevivéncia cumu-
lativa.

As composigbes veiculo das composigdes da presente invengéo
atuam adicionaimente no combate ao microambiente, tipico de disttrbios
intestinais, que neutraliza colonizagdo eficaz ap6s suplementagéo com pro-
bidticos. Probiéticos com frequéncia encontram um ambiente caracterizado
por inflamacéao, alteragcdo de osmose tissular e situagdes pré-oxidativas, as-
sociadas a presenga de cations livres, que impedem colonizagdo probidtica.
Contudo, a composi¢do assim desenvolvida permite taxas muito altas de
colonizagéo gastroentérica porque ela prepara o substrato para colonizagéo
eficaz simultaneamente a chegada da mistura probiética.

Quanto aos componentes prebiéticos, poderdo ser empregados
nesse caso carboidratos e fibras tais como GOS, xilooligossacarideos, mal-
todextrinas indigestiveis, inulina, isomaltooligossacarideos, lactitol, lactulose
e transgalactooligossacarideos, embora inulina, frutose e/ou frutooligossaca-
rideos (FOS) sejam particularmente preferidos no contexto da presente in-
vengdo. Em uma modalidade mais preferida o componente prebiético com-
preende inulina, frutose e/ou FOS.

Em uma modalidade preferida, as composigées que contém pro-
bidtico da presente invengdo compreendem um ou mais prebidticos em uma
quantidade de cerca de 80% da composigdo total. Em uma modalidade mais
preferida, o prebiético € uma combinagéo de inulina e frutose. A inulina esta
presente em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100% da composigao
veiculo; mais preferencialmente, inulina esta presente em uma quantidade
de cerca de 10 a cerca de 100% do veiculo; mais preferencialmente, a inuli-

na é cerca de 20% do veiculo. A frutose esta presente em uma quantidade
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de cerca de 1 a cerca de 100% da composi¢ao veiculo; mais preferencial-
mente, frutose esta presente em uma quantidade de cerca de 1 a cerca de
100% da composi¢éo veiculo; ainda mais preferencialmente, a frutose esta
presente em uma quantidade superior a 50% do veiculo da composi¢éao.

A composigéao veiculo compreende ainda lactoferrina. Lactoferri-
na € uma glicoproteina particular com um peso de 80.000 Daltons, que é
descrita desde 1939. Ela se liga a ferro livre normalmente encontrado em
leite materno, saliva, lagrimas, os granulos secretores secundarios dos neu-
tréfilos e as secre¢des mucosas.

Lactoferrina apresenta varias atividades, especialmente ativida-
des antibacterianas e anti-inflamatérias. Como demonstrado por numerosos
estudos, lactoferrina exibe uma afinidade particular por ligar-se a parede ex-
terna de bactérias gram-negativas e a ferro livre: por meio do primeiro me-
canismo de agao, lactoferrina exerce sua capacidade "assassina" sobre bac-
térias patogénicas, e por meio do segundo mecanismo, ela quela ferro livre e
o remove do microambiente.

Lactoferrina, assim como limita o crescimento intestinal de bac-
téerias patogénicas, proporciona propriedades anti-inflamatoérias e de seques-
tro de radicais livres. Essa dupla capacidade € particularmente importante no
intestino, onde bactérias patogénicas as vezes encontram as condigbes ide-
ais para se proliferarem perigosamente, & medida que o pH tipico desse 6r-
gao limita a operagéo correta de transferrina, uma proteina normalmente
responsavel por remogéao de ferro livre, que € uma fonte de radicais livres e
consequente dano as membranas da mucosa intestinal. Em uma modalidade
preferida, a composi¢éo veiculo compreende lactoferrina em uma quantida-
de de cerca de 0 a cerca de 10%; mais preferencialmente, a lactoferrina esta
presente em uma quantidade de cerca de 0,1% a cerca de 5%, ainda mais
preferencialmente, a lactoferrina esta presente em uma quantidade de cerca
de 0,5%.

Lactoferrina tem sido também descrita como apresentando fun-
cionamento como prebibtico, proporcionando um substrato para fermentacao
por bactérias comensais.
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Os sais minerais empregados nas modalidades da presente in-
vengdo sdo0 um ou mais metais selecionados do grupo que consiste em
magnésio, potassio, zinco e opcionalmente cobre, e os sais desses metais,
incluindo, mas sem limitar aos mesmos, gliconato de magnésio, citrato de
potassio, gliconato de zinco e citrato de cobre.

Como é bem conhecido, durante doengas, o metabolismo celular
e tissular leva, especialmente se associado a uma perda de liquidos, a uma
perda de sodio, potassio, magnésio e cloro. Esses eletrdlitos sdo essenciais
para o correto funcionamento das células das fibras musculares (incluindo as
células lisas das fibras musculares intestinais), o equilibrio de eletrélitos e o
equilibrio osmético das células e tecidos. Em particular, uma redugéo nas
reservas de potassio e magnésio gera fraqueza, contragées musculares ine-
ficientes e uma deficiéncia na transmisséo de pulsos nas placas neuromus-
culares, caibras. A adigdo de magnésio e/ou potassio previne deficiéncias no
caso de estresse, infecgdo, elevagdo da temperatura ambiente, esforgo fisi-
co, diarreia, etc.

Magnésio esta presente na composigdo veiculo da presente in-
vengao em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100%; mais preferen-
cialmente, magnésio esta presente em uma quantidade de cerca de 5 a cer-
ca de 20%; ainda mais preferencialmente, de cerca de 14 a cerca de 16% da
composigao veiculo. Mais preferencialmente, magnésio esta presente como
gliconato de magnésio.

Potassio estd presente na composigao veiculo da presente in-
vengao em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100%; mais preferen-
cialmente, potassio esta presente em uma quantidade de cerca de 0,1 a cer-
ca de 10%, ainda mais preferenciaimente, cerca de 5% da composicdo vei-
culo. Mais preferencialmente, o potassio esta presente como citrato de po-
tassio.

Zinco € um elemento vital que é essencial para sustentar a ativi-
dade de mais de 100 enzimas, incluindo DNA e RNA polimerases, nas quais
ele opera como coenzima. Uma deficiéncia moderada de zinco leva a uma

ligeira hipofungéo do sistema imune, com um risco consequentemente ele-
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vado de distarbios relacionados com resfriado (tais como sindromes de para-
influenza e influenza). Em criangas, uma deficiéncia moderada de zinco po-
de levar a um ligeiro atraso no crescimento, embora uma grave deficiéncia
cause interrupgéo do crescimento e hipogonadismo. Finalmente, a auséncia
de zinco durante a gravidez ¢ teratogénica. A presenga de zinco promove o
funcionamento do sistema imune. Zinco esta presente na composicéo veicu-
lo da presente invengédo em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100%;
mais preferencialmente, zinco esta presente em uma quantidade de cerca de
0,1 a cerca de 20%; ainda mais preferencialmente, cerca de 5% da compo-
si¢éo veiculo. Mais preferencialmente, o zinco esta presente como gliconato
de zinco.

Opcionalmente, cobre pode ser adicionado ao veiculo da pre-
sente invengdo. Cobre & um elemento que é absorvido em nivel intestinal via
mecanismos de transporte especificos. No figado, ele se conjuga com ceru-
loplasmina, como resultado de distribuir-se em todos os tecidos. Ele é excre-
tado através da bile e fezes. Nos tecidos, cobre é parte da estrutura de nu-
merosas enzimas, incluindo amino-oxidase, ferro-oxidase, superéxido dismu-
tase, tirosinaso, etc. Deficiéncia de cobre, que € pouco comum, pode causar
leucopenia, anemia, disfungdes musculoesqueléticas e despigmentagao da
pele. Uma deficiéncia durante a gravidez pode levar a baixo peso do bebé
no nascimento. Cobre, se presente, normaliza as fungbes imune, acima de
tudo ajudando a combater doengas de inverno sustentadas por virus co-
muns.

Opcionalmente, a composigao veiculo da presente invencéo po-
de ainda compreender glutationa e/ou arabinogalactanas.

Glutationa, também conhecida como GSH, é um tripeptideo que
consiste em glicina, cisteina e glutamato. Ela opera dentro das células como
um cofator das enzimas glutationa-transferase e glutationa-peroxidase, que
s&o usadas pelas células para destruir moléculas letais tal como peréxido de
hidrogénio. Devido & presenga de um grupo sulfidrila, glutationa pode passar
alternadamente da forma reduzida para a forma oxidada, atuando como um

antioxidante. Devido a sua capacidade de reagir com substancias oxidantes
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tais como radicais livres, hidroperéxidbs e lipoperdxidos, &, portanto essen-
cial, e € considerada uma enzima-chave na prevengao de envelhecimento
celular. Embora ela seja um peptideo, gastroprotegao é desnecessaria por-
que ela é pobremente hidrolisada pelos sucos gastricos e pelas peptidases
presentes. A absorgéo oral € muito boa e ocorre no intestino. Ela foi também
administrada recentemente em altas doses a pacientes submetidos a trata-
mento oncolégico e de HIV. O produto € muito seguro. Nenhum dado de to-
xicidade parece existir. Aceitagdo por parte do péciente e tolerabilidade do
produto s&o também muito elevadas. Glutationa, se presente, fortalece as
defesas antioxidantes do corpo e previne envelhecimento das células e teci-
dos. Glutationa est4 presente na composicéo veiculo da presente invengao
em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 20%; mais preferencialmente,
glutationa esta presente em uma quantidade de cerca de 0,1 a cerca de 5%;
ainda mais preferencialmente, cerca de 1% da composigdo veiculo.

Arabinogalactanas s&o polissacarideos com um alto peso mole-
cular (cerca de 200.000 Daltons), cuja cadeia principal € um polimero de &-
cido galacturdénico que é parcialmente carboximetilado e acetilado em posi-
¢oes laterais com ramnogalacturonanas. Do ponto de vista biolégico, elas
s8o estimuladores macrofagicos fortes (em macréfagos humanos e murinos
uma excelente elevagédo na produgao de 6xido nitrico & observada durante
atividade fagocitica se esta é estimulada por esses compostos) e estimulam
a atividade das células T (tanto nas populagdes auxiliares como nas popula-
cOes citotoxicas).

Arabinogalactanas, se presentes, realizam uma ag&o imunoes-
timuladora e intensificam a resposta a infecgao por patégenos. Mais particu-
larmente, a adig&o opcional de um potente imunégeno nao absorvido especi-
fico a células T (arabinogalactana) pode permitir ativagdo da resposta local
especifica a células T, que ocorre nas areas dos nodulos linfaticos do intesti-
no (placas de Peyer), levando assim a uma redugdo na fragao patogénica
simultaneamente com a chegada da fragdo probidtico piogénica. A simulta-
neidade dos dois eventos facilita adicionalmente os eventos de colonizagéo

e proliferagéo, que s&o caso contrario tornados dificeis pela fragéo patogéni-
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ca sensivel a células T.

Opcionalmente, as composi¢des da presente invengédo compre-
endem ainda sacaromicetos ou leveduras. A presencga de sacaromicetos ou
leveduras (se usados) é justificada pelo fato de que eles liberam elementos e
vitaminas de tragos com valor nutricional e competem com patégenos. Leve-
duras podem também ser empregadas na forma de um lisado enriquecido
com glicanos, isto &, estruturas de polissacarideo que limitam aderéncia bac-
teriana de patégenos a mucosa intestinal. De acordo com uma modalidade
preferida, as composi¢cdes de acordo com a invengdo poderdo conter em
particular Saccharomyces cerevisae el/ou boulardii. De acordo com uma mo-
dalidade particularmente preferida, a Saccharomyces boulardii empregada
pela presente invengéo € Saccharomyces boulardii ATCC 74012.

Com relagdo ao acréscimo adicional opcional de ingredientes
que nao séo diretamente probiéticos, seu principal objetivo & também pro-
porcionar uma vantagem prebibtica adicional; o precedente aplica-se, por
exemplo, a transportadores de cisteina, tais como N-acetilcisteina e simila-
res; o mesmo se aplica a ingredientes com uma agéo quelante sobre cations
e anions livres tais como procianidinas, antocianos e catequinas com qual-
quer grau de polimerizagédo, e similares; e 0 mesmo se aplica a elementos
que ja modulam a resposta imune em nivel entérico, como as varias espé-
cies de Echinacea, Uncaria e Astragalus. Finalmente, o mesmo se aplica a
adicdo de macro ou micronutrientes e vitaminas solllveis em agua ou em
gordura. Por fim, a adicdo de antioxidantes pode ainda ter um efeito protetor
sobre os probidticos contidos nas composi¢des da presente invengao.

Verifica-se que as composi¢des de acordo com a invengao pos-
suem uma consideravel atividade de melhoramento da satide, mantém e/ou
restauram a saude intestinal, previnem as consequéncias de estresse e rea-
lizam uma agéo anti-inflamatéria e imunomoduladora. Ao mesmo tempo, elas
garantem colonizagdo eficaz. O efeito das composi¢cdes de acordo com a
invengéo é maior que aquele obtido apds administragédo separada dos com-
ponentes individuais da combinagéo, aparentemente devido a sinergia entre

0s varios componentes.
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Composigdes particularmente preferidas da presente invencao
contém:

a) uma mistura de componentes probiéticos que compreende Bi-
fidobacterium longum R175, Lactobacillus helveticus R52 e Lactobacillus
plantarum R1012;

b) um veiculo que compreende:

1) componente prebidtico que compreende inulina e frutose;

2) lactoferrina;

3) uma mistura de sais minerais que consiste em sais de mag-
nésio, de potassio e de zinco; e

4) glutationa.

Em uma modalidade mais preferida, as composicbes da presen-
te invengéo contém:

a) uma mistura de componentes probiéticos que compreende Bi-
fidobacterium longum, 50 bilhdes de CFU/g; Lactobacillus helveticus, 150
bilhées de CFU/g; e Lactobacillus plantarum, 150 bithdes de CFU/g; e

b) um veiculo que compreende:

1) uma mistura de prebibticos que compreende cerca de 80%
da composicao veiculo total na qual os prebiéticos séo inulina e frutose, em
que a inulina esta presente em uma quantidade de cerca de 10 a cerca de
100% da composigao veiculo; mais preferencialmente, a inulina é cerca de
20% do veiculo e frutose esta presente em uma quantidade de cerca de 1 a
cerca de 100% da composigao veiculo; mais preferencialmente, frutose esta
presente em uma quantidade de cerca de 1 a cerca de 100% da composicao
veiculo; ainda mais preferencialmente, a frutose esta presente em uma
quantidade maior que 50% do veiculo da composicéo;

2) lactoferrina em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de
10%; mais preferencialmente, a lactoferrina esta presente em uma quantida-
de de cerca de 0,1% a cerca de 5%; ainda mais preferencialmente, a lacto-
ferrina esta presente em uma quantidade de cerca de 0,5%;

3) sais minerais selecionados do grupo que consiste em sais de

magnesio, de potassio e de zinco, em que magnésio esta presente na com-
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posicéo veiculo da presente invengdo em uma quantidade de cerca de 0 a
cerca de 100%; mais preferencialmente, em uma quantidade de cerca de 5 a
cerca de 20%; ainda mais preferencialmente, cerca de 14 a cerca de 16% da
composicéo veiculo, @ o0 magnésio é gliconato de magnésio; em que o po-
tassio esta presente em uma quantidade de cercavde 0 a cerca de 100%;
mais preferencialmente, potassio esta presente em uma quantidade de cerca
de 0,1 a cerca de 10%; ainda mais preferencialmente, cerca de 5% da com-
posigéo veiculo, e, adicionalmente, o potassio é citrato de potassio; e ainda
em que o zinco esta presente na composicao veiculo da presente invengao
em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de 100%; mais preferencialmente,
zinco esta presente em uma quantidade de cerca de 0,1 a cerca de 20%;
ainda mais preferencialmente, cerca de 5% da composigdo veiculo, e em
que o zinco esta presente como gliconato de zinco; e

4) glutationa, em que a glutationa esta presente na composigdo
veiculo da presente invengdo em uma quantidade de cerca de 0 a cerca de
20%; mais preferencialmente, glutationa esta presente em uma quantidade
de cerca de 0,1 a cerca de 5%; ainda mais preferencialmente, cerca de 1%
da composigéo veiculo.

Além disso, composigdes particularmente preferidas da presente
invencgao contém:

a) uma mistura de componentes probibticos que compreende Bi-
fidobacterium longum R175 e Lactobacillus rhamnosus R11; e Saccharomy-
ces boulardii; e

b) um veiculo que compreende:

1) um componente prebidtico que consiste em inulina e frutose;

2) lactoferrina;

3) uma mistura de sais minerais que consiste em magnésio, sais
de potassio e sais de zinco; e

4) glutationa.

De acordo com um aspecto preferido da presente invencéo, as
composi¢des aqui descritas serdo usadas para preparar suplementos dieté-

ticos.
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As composi¢des de acordo com a invencado podem ser formula-
das adequadamente para administragdo oral, e serdo preparadas de acordo
com métodos convencionais conhecidos em tecnologia farmacéutica, tais
como aqueles descritos em Remington’s Pharmaceutical Handbook, Mack
Publishing Co., N.Y., USA, usando excipientes, diluentes, cargas e antiaglo-
merantes aceitaveis para seu uso final. Ingredientes adicionais exemplares
incluem acido citrico, 6xido de magnésio, diéxido de silicio e outros ingredi-
entes que aquele versado no estado da técnica consideraria.

As composi¢des de acordo com a invengédo podem ser formula-
das, por exemplo, na forma de sachés sollveis, formas oralmente solaveis,
capsulas, comprimidos, comprimidos mastigaveis, comprimidos multicamada
com liberagéo dependente do tempo e do pH, e granulados.

As composicdes da presente invengdo podem ser usadas para
aumentar e/ou melhorar a viabilidade e sobrevivéncia das espécies probidti-
cas, mais particularmente para aumentar e/ou melhorar a viabilidade de Bifi-
dobacterium longum. Esses métodos compreendem misturar o componente
probidtico que compreende Bifidobacterium longum isoladamente ou em
combinagdo com uma ou mais espécies probidticas e um veiculo que com-
preende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um ou mais prebioticos;
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um ou mais sais minerais; uma
quantidade terapeuticamente eficaz de lactoferrina e, opcionalmente, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de glutationa. Como usada aqui, "quan-
tidade" refere-se & quantidade ou a concentragdo conforme apropriado ao
contexto. A quantidade de um material que constitui uma quantidade tera-
peuticamente eficaz varia de acordo com fatores tais como a poténcia, efica-
cia e similares do material particular, a rota de administracéo, e da forma de
dosagem usada. Uma quantidade terapeuticamente eficaz de um material
particular pode ser selecionada por aqueles versados no estado da técnica
com devida consideragdo de tais fatores. A concentragdo do material depen-
de da dosagem desejada.

As composicdes formuladas, como descritas aqui, sdo estaveis

sob armazenamento a temperatura ambiente.
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Adicionalmente, as composi¢ées da presente invengdo podem
também ser usadas para melhorar e/ou aumentar o efeito terapéutico dos
materiais probiédticos. Uma vez que as composi¢des da invencéo tém de exi-
bir sobrevivéncia probiética melhorada, acredita-se que as formulagdes a-
presentam maior eficacia uma vez que uma quantidade maior do probibtico
sobreviva ao transito através do trato gastrointestinal tanto superior quanto
inferior. Consequentemente, as composigées da presente invengéo podem
ser usadas para melhorar e/ou aumentar a saude e/ou imunidade gastroin-
testinal em um individuo humano com necessidade desse tratamento.

- Alguns exemplos de formulagdes de acordo com a invengéo sao
apresentados abaixo. Ndo obstante, as faixas numéricas e parametros que
estabelecem o amplo escopo da invengdo sdo aproximagbes, os valores
numéricos mostrados nos exemplos especificos sao registrados o mais pre-
cisamente possivel. Qualquer valor numérico, contudo, inerentemente con-
tém certos erros necessariamente resultantes do desvio padrdo encontrado
em suas respectivas medigdes de teste. Os exemplos seguintes destinam-se
a ilustrar a invengéo sem limitar o escopo como resultado.

Os Exemplos seguintes sado oferecidos para ilustrar o método

reivindicado e sua pratica.

EXEMPLOS

Exemplo 1
NOME DO COMPONENTE \mglsaché

Material Probidtico:

Lactobacillus helveticus Rosell 52 150 bilhdes de CFU/g 73,333
Bifidobacterium longum R175 50 bilhées de CFU/g 20,000
Lactobacillus plantarum Rosell 1012 150 bilhdes de CFU/g 20,000

Material do veiculo:

Oxido de magnésio 41,446
Gliconato de magnésio 341,297
Citrato de potassio 138,290
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NOME DO COMPONENTE \r_n_glsaché
Gliconato de zinco 111,111
Glutationa 20,000
Lactoferrina 11,364
Citrato de cobre 2,834
Inulina 500,000
Frutose 1291,125

Excipientes adicionais (opcionais)

Sucralose 4,000
Acessulfame K 12,000
Aromatizante 150,000
Aerosil 200 40,000
Colorante: E124 2,200
Colorante: E102 1,000
Acido citrico anidro 220,000

A formulagéo descrita acima é preparada como segue: Lactoba-
cillus Plantarum, Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium longum sdo mis-
turados com inulina e agitados sob 32 rpm por aproximadamente 10 min. Em
seguida, frutose, gliconato de magnésio, gliconato de zinco, acido citrico,
aromatizante, citrato de potassio, 6xido de magnésio, didxido de silicio, glu-
tationa, acessulfame de potassio, lactoferrina e sucralose s3o adicionados a

uma mistura e agitados sob 32 rpm por outros 10 min.
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Exemplo 2

@OME DO COMPONENTE mg/saché

Materiais probidticos :

Saccharomyces boulardii 20 bilhdes de CFU/g 100,000
Bifidobacterium longum R175 50 bilhdes de CFU/g 20,000
Lactobacillus rhamnosus Rosell 11 150 bilhdes de CFU/g 46,667

Mareriais do veiculo:

Gliconato de magnésio 511,945
Gliconato de zinco 50,000
Lactoferrina 11,364
Frutose 2585,024
Inulina 500,000

Excipientes adicionais (opcio-

nais)

Aromatizante damasco

502168AP0551 70,000
Acido citrico anidro 50,000
Colorante: 1% de betacaroteno 28,000
Sucralose 7,000
Aerosil 200 20,000
TOTAL 4000,00
Exemplo 3

EOME DO COMPONENTE mg/saché

Materiais probidticos:

Lactobacillus helveticus Rosell 52 150 bilhdes de CFU/g 73,333
Bifidobacterium longum R175 50 bilhées de CFU/g 20,000
Lactobacillus plantarum Rosell 1012 150 bilhées de CFU/g 20,000
Veiculo:

Oxido de magnésio 41,446

Gliconato de magnésio 341,297
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NOME DO COMPONENTE

mg/saché

Citrato de potassio 138,290
Gliconato de zinco 111,111
Glutationa 20,000
Lactoferrina 11,364
Inulina 500,000
Frutose 1335,678
Excipientes adicionais (opcio-

nais):

Sucralose 4,000
Acessulfame K 12,000
Aromatizante 150,000
Aerosil 200 40,000
Colorante: E124 2,200
Colorante: E102 1,000
Acido citrico anidro 220,000
TOTAL 3000,00

A formulagdo descrita acima é preparada como segue: Lactoba-
cillus plantarum, Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium longum s&o mis-
turados com inulina e agitados sob 32 rpm por aproximadamente 10 min. Em
seguida, frutose, gliconato de magnésio, gliconato de zinco, acido citrico,
aromatizante, citrato de potassio, 6xido de magnésio, diéxido de silicio, glu-
tationa, acessulfame de potassio, lactoferrina e sucralose s&o adicionados a
uma mistura e agitados sob 32 rpm por outros 10 min.

Exemplo 4

As espécies probiéticas contidas na formulagdo descrita no e-
xemplo 3 foram testadas para determinar a taxa de sobrevivéncia dos probi-
oticos. Sobrevivéncia das cepas probidticas na composi¢do da presente
invengdo em comparag¢édo com as cepas individuais foi testada em um mode-

lo dindmico in vitro do trato gastrointestinal superior, também conhecido co-
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mo TIM-1. O modelo TIM-1 pode estimular condi¢bes na camara gastrica e
intestino delgado humano e, assim, pode ser usado para avaliar sobrevivén-
cia cumulativa percentual de probiéticos a medida que eles transitam pelo
trato gastrointestinal superior.

A composi¢do do exemplo 3 testada em TIM-1 continha uma
quantidade total de células probiéticas (unidades formadoras de colbnia ou
CFU) de 9,81 x 10E9 CFU sob enumeragéo. Quando os niveis individuais
das cepas probiéticas contidas na composicédo do exemplo 3 foram avalia-
dos, a quantidade de cada cepa quantificada por plaqueamento microbiano
foi:

Lactobacillus helveticus 8,0 x 10E9 CFU

Lactobacillus plantarum 8,7 x 10E8 CFU

Bifidobacterium longum 9,1x 10 E8 CFU

O nivel quantificado para cada cepa probiética na composigéo
do exemplo 3 foi o nivel alvo usado quando do teste das cepas individuais
no modelo TIM-1. Em outras palavras, o nivel das cepas probidticas, que no
produto ou individuaimente, foi ajustado para ser de 8 x 10E9 CFU para L.
helveticus, 8,7 x 10E8 CFU para L. plantarum e 9,1 x 10E8 CFU para B. lon-
gum.

Nos experimentos efetivos, as cepas probibticas individuais e a
composicdo do exemplo 3 sdo administrados com uma refeicdo (pequeno
almogo do continente europeu). Desse modo, a quantidade final de cada
cepa, quando misturadas com a refei¢éo, foi confirmada e, assim, o nivel
medio de partida para cada probidtico que foi usado, tanto individualmente
como ha composigéo do exemplo 3, foi:

Lactobacillus helveticus 8,6 x 10E9 CFU

Lactobacillus plantarum 7,0 x 10E8 CFU

Bifidobacterium longum 1,4 x 10E9 CFU

Os resultados do teste TIM-1 sdo resumidos na tabela abaixo:
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Cepa Probidtica % de so-|% média de | Unidades
brevivéncia | sobrevi- Formadoras
cumulativa | véncia cu- | de Coldnias

mulativa (CFU)

Lactobacillus Curso 1a 2,20 1,4 1,2 x 10E8

helveticus CFU

Curso 2a 0,44
Curso 1b 2,55
Curso 2b 0,49
Lactobacillus Curso 1a 12,45 9,7 6,8 x 10E7
plantarum CFU
‘ Curso 2a 5,63
Curso 1b 12,92
Curso 2b 7,77
Bifidobacterium Curso 1a 29,55 42,9 6,0 x 10ES8
longum CFU
Curso 2a 31,20
Curso 1b 68,55
Curso 2b 42 11

Em seguida, cada uma das cepas identificadas abaixo foi indivi-

dualmente testada por meio de TIM-1. Os dados estdo apresentados abaixo

na tabela seguinte.

Cepa Probiética % de so-|% média de | Unidades For-
brevivéncia | sobrevivén- | madoras de
cumulativa | cia cumula- | Colénias (CFU)

tiva

Lactobacillus Curso1 | 13,11 13,1 1,1 x 10E9 CFU

helveticus

Curso2 | 13,15
Lactobacillus Curso1 | 45,17 39,2 2,7 x 10E8 CFU
plantarum

Curso2 | 33,24
Bifidobacterium Curso 1 | 0,01 0,02 2,8 x 10E5 CFU
longum

Curso2 | 0,02

Esses dados mostram que ha um efeito sinérgico da composi-

¢do. Mais especificamente, o numero de células probioticas de Bifidobacteri-

um longum que sobrevivem ao transito pelo trato gastrointestinal superior é
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1.000 vezes maior (superior a 3j410) do que quando testadas sem os outros
probidticos e veiculo. A Bifidobacterium longum quando administrada inde-
pendentemente da composigado da invengdo ndo demonstrou sobrevivéncia
robusta. De fato, a Bifidobacterium longum tinha apenas uma sobrevivéncia
cumulativa de 0,02% quando administrada sozinha em comparagdo com
sobrevivéncia cumulativa de 42,9% quando administrada em combinagéo
com Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum e o veiculo que com-
preende: um prebidtico (inulina e frutose), gliconato de zinco, gliconato de
magnésio, citrato de potassio; glutationa e lactoferrina; e, opcionaimente,

acido citrico, 6xido de magnésio e didxido de silicio.
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REIVINDICAGOES

1. Composicao probiodtica, caracterizada pelo fato de que com-
preende:

a) uma mistura de componentes probiéticos que compreende

Bifidobacterium longum, 50 bilhées de CFU/g;

Lactobacillus helveticus, 150 bilhdes de CFU/g; e

Lactobacillus plantarum, 150 bilhdes de CFU/g; e

b) um veiculo que compreende:

uma mistura de prebidticos que compreende inulina em uma
quantidade de 20% da composigao veiculo total e frutose em uma quantida-
de de cerca de 50% da composigao veiculo;

lactoferrina em uma quantidade de 0,5% da composic¢ao veicu-
lo;

gliconato de magnésio em uma quantidade de 14% a 16% da
composigao veiculo total;

citrato de potassio em uma quantidade de 5% da composigao
veiculo total;

gliconato de zinco em uma quantidade de 5% da composigao
veiculo total; e

glutationa, em que a glutationa esta em uma quantidade de
cerca de 1% da composigao veiculo total.

2. Composigao, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que é para uso por administragao oral para a manutencao e/ou
restauracao da saude intestinal ou para prevenir disbioses de qualquer etio-
logia em mamiferos.

3. Uso da composic¢ao, como definida na reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que é para a preparagcado de uma formulacédo para ad-
ministragdo oral para a manutencao e/ou restauragcao da saude intestinal ou

para prevenir disbioses de qualquer etiologia em mamiferos.
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