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DESCRIPCION

Composicién antidiarreica que contiene glutamina.
Antecedentes del invento

Mantener el bienestar del tracto GI de un mamifero es un objetivo muy deseable. Particularmente, las irritaciones
son las condiciones inflamatorias del tracto GI. Alguna de las sefiales de la inflamacion del tracto GI incluyen la
diarrea crénica o aguda, deposiciones blandas, sangre en las deposiciones, vomitos, digestién y absorcién pobre de
los nutrientes, pérdida de peso y pobre apetito. Se conocen enfermedades tales como la gastritis, enteritis, colitis,
enfermedad inflamatoria del intestino, dlceras, ciertos tipos de cdncer y otras condiciones por tener la inflamacién del
GI como componente principal.

El documento de patente de EE.UU. A-6.156.355 ensefia una formulacién de alimento para perros basada en carne
de pollo, arroz, fruta y/o fibra vegetal como la fuente de fibra principal, antioxidantes, grasa, vitaminas y carotenoides.
También se mencionan dcidos grasos n-3. Este documento de patente no sefiala ni la inflamacién del tracto GI, ni la
diarrea asociada con ella.

El documento de patente EP-A-0 674 842 se refiere a un producto de alimentacién de animales domésticos para tra-
tar trastornos gastrointestinales. El producto contiene fibras fermentables con una desaparicion de la materia organica
del 15-60% en peso cuando se fermentan con una bacteria fecal durante un periodo de 24 horas.

En un articulo en JAVMA 211 (5) (1997) 547-553 Nappart et al. ensefia que la incorporacién de glutamina en una
disolucidn terapéutica de rehidratacion oral para terneros diarreicos fomenta el calentamiento intestinal.

Kanauchi et al. describe en Biosci. Biotechnol. Biochem. 62 (2), (1998) 366-368 que un producto alimentario de
cebada germinada previene la diarrea y forma heces normales en ratas ceco-colectomizadas.

Correa-Matos et al. (Periédico FASEB 15 (4) (2001) pagina A642 resumen 505,8 y en J. Nutrition 133 (6), 1845-
1852 ensefian que la adicion de fibras fermentables fomentan la colonizacion bacteriana y reduce el tiempo de recupe-
racién y mejora la funcién intestinal en lechones tras la infeccién Salmonella.

Shoda et al. muestra en Gastroenterology 114 (4) (1998) A 908-A 909 que el suplemento oral de glutamina puede
ayudar a prevenir la hipoglucemia en la enfermedad diarreica, incluso que no pueden usarse PUFAs n-3 para este
objetivo.

Finalmente, Simpson apunta en The Journal of Nutrition, Diciembre 1998, Vol. 128 (12), 27 17S-2722S que niveles
adecuados de fibra fermentable en la dieta protege frente a la colitis y también se refiere a “relaciones apropiadas de
PUFAs (n-6):(n-3)”.

Hemos encontrado que una mezcla de ciertos materiales puede ocasionar la mejora de las principales sefiales de la
inflamacién GI tal como la diarrea. La frecuencia de las eliminaciones ademas de la calidad de la eliminacién pueden
mejorarse sustancialmente cuando se mejora la inflamacién del tracto GI, particularmente en un animal doméstico
de compaiiia tal como un gato, cuando se administran oralmente niveles apropiados de glutamina, fibra(s) fermenta-
ble(s), antioxidante(s) y 4cidos grasos omega (n)-3 al mamifero.

Exposicion del invento

Segun el invento, hay una composiciéon adecuada para la ingestién oral del mamifero en un mamifero con infla-
macion del tracto GI que comprende una cantidad eficaz anti-diarrea de al menos 0,1% en peso de glutamina, fibra(s)
fermentable(s), antioxidante(s) y dcido(s) graso(s) omega-3.

Un aspecto adicional del invento es un método para manejar la diarrea en un mamifero con inflamacién del tracto
GI que comprende administrar oralmente al mamifero la composicién descrita anteriormente.

Descripcion detallada del invento

La glutamina es bien conocida como material que es importante para los linfocitos para proliferar e importante
como nutriente para las células intestinales. La glutamina es también un precursor para el glutatién, un antioxidante
natural en el cuerpo. Todo el % en peso descrito aqui para cualquier constituyente son en base de una dieta diaria para
el mamifero. Todos los nimeros se calculan en una base de materia seca.

La cantidad de glutamina es un minimo de 0,1, 0,15 0 0,2% en peso. Lo mdximo generalmente no excede de 5, 4
0 3% en peso.
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Las fibras que pueden emplearse son las que son moderadamente fermentables, altamente fermentables o mezclas
de las dos. Pueden afiadirse también fibras bajas o no fermentables a bajos niveles sin repercutir en la formulacion.

Hemos mostrado que ciertos ingredientes de fibra prebidtica cuando se fermentan por bacterias existentes del tracto
GI de perros y gatos producen altos niveles de butirato y otros dcidos grados de cadena corta que acidificarian el tracto
Gl y reducirfan el crecimiento de patégenos. Las fibras prebidticas que producen altos niveles de butirato incluyen, pe-
ro no se limitan a manano-oligosacdrido, pectina, xilooligosacarido, bardana, pulpa de remolacha, inulina, galactosa,
otros xilanos, fructanos, dextranos, beta glucano, almidones resistentes, polisacdridos de gomas, etc., deberian estar
presentes a niveles entre 0,5-20% en peso de la dieta con niveles preferidos entre 1-5% en peso. Las gomas pueden
incluir gomas producidas por microorganismos tales como goma gellan, xantana o gomas producidas por plantas tal
como la acacia. La mezcla se formula preferentemente basada en la alta produccién de butirato y moderada fermenta-
bilidad basada en la produccién de acidos grasos volatiles (VFA) y en la desaparicion de materia organica para ayudar
a mantener una salud GI 6ptima. La composicién puede incluir al menos 10-60% de una fibra moderadamente fer-
mentable y 20-40% de una fibra altamente fermentable. Estas fibras deberian elegirse tal que la produccion de butirato
de estas fibras es alta, entre 5-40% de la VFA total. Las fibras moderadamente fermentables se definen ya que tienen
una desaparicién de materia organica de 15 a 60 por ciento cuando se fermentan por bacterias fecales in vitro durante
un periodo de 24 horas. Es decir, de 15 a 60 por ciento de la materia orgdnica total presente originalmente se fermenta
y convierte por las bacterias fecales. Las fibras altamente fermentables tienen mas de una velocidad de desaparicién
del 60%.

Pueden emplearse también antioxidantes en las composiciones y métodos. Pueden emplearse vitaminas E, C y
mezclas de las mismas. Puede emplearse cualquier precursor de estas vitaminas, tales como acetato de tocoferilo y
ascorbato sddico. La vitamina B es un minimo de 0,1, 0,2 0 0,4% en peso y generalmente no excede de un maximo de
3,2 0 1% en peso de la dieta. La vitamina C es un minimo de 0,1, 0,2 0 0,4% en peso y generalmente no excede de un
maximo de 3, 2 0 1% de la dieta.

Los 4cidos grasos omega-3 son constituyentes alimenticios bien conocidos y se encuentran principalmente en gra-
sas y aceites, particularmente aceites de pescado tales como lachas, salmén y similares. Los constituyentes principales
del 4cido graso omega-3 son el 4cido ecosapentaenoico (EPA), dcido docosahexanoico (DHA) y 4cido alfa-linolénico
(ALA). Las cantidades de 4cidos grasos omega-3 son generalmente un minimo de 0,1, 0,2 0 0,5% en peso y general-
mente no excede de un maximo de 3, 2 o 1% en peso. También estdn presentes generalmente en las grasas y aceites,
los 4cidos grasos omega-6. La proporcién de dcido graso omega-6 cuando estd presente al dcido graso omega-3 en
base al peso es de 0,5:1 a 6:1, preferentemente 2:1 a 4:1.

Los siguientes ejemplos ilustran los beneficios a ser conseguidos usando la composicién del invento manejando la
diarrea en un mamifero. El mamifero tiene o puede tener inflamacion del tracto GI, preferentemente la enfermedad
del intestino inflamatorio.

Ejemplo 1

En el siguiente estudio, 12 gatos con enfermedad del intestino inflamatorio (IBD) se alimentaron con 2 variedades
de alimento durante un periodo de 2 semanas cada uno. Seis gatos se alimentaron con el Alimento A y 6 gatos se
alimentaron con el Alimento B durante 2 semanas, seguido por un cruce. La calidad de la deposicidn se monitorizé
diariamente y la puntuacién se basé en una escala de 1-5, con 1 siendo fluida y acuosa y 5 siendo dura y formada,
véase la puntuacién a continuacién. Las deposiciones de los gatos con IBD son tipicamente 1 o 2.

Puntuacion de la monitorizacién de la deposicién

I: acuosa

2: suave, no formada

3: suave, formada, himeda
4: dura, formada, seca

5: dura, pelets secos

La Tabla 1 muestra el efecto de las dietas en la calidad de la deposicién con diarrea crénica. La tabla muestra el
porcentaje de deposiciones con puntuaciones de 1-5. La primera lata de Alimento A contenia 3% de una fibra con baja

fermentabilidad, menos de 15% y la lata de Alimento B contenia 1,5% de una fibra con alta fermentabilidad, superior
a alrededor de 60% de fermentabilidad. El contenido de nutrientes de los alimentos se enumera a continuacion.
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Alimento A Alimento B

Alimento con fibra Alimento con fibra

de baja fermentabilidad  de alta fermentabilidad

Humedad 72,69 72,58

Proteina-Kjeldahl 8,24 7,94

Fibra, cruda 0,3 0,2

Grasa cruda por hidrélisis acida 9,58 9,85
Resultados

Los resultados muestran que alimentando el Alimento B que contiene una fuente de fibra altamente fermentable
mejoré la calidad de la deposicidn de los gatos que tienen un 42% de puntuacién de las deposiciones de 1 y 2 a solo
un 15% de puntuacién de 1y 2.

TABLA 1

% de deposiciones

Alimento A Alimento B*
Puntuacion de la calidad de | Alimento de fibra de baja|Alimento de fibra de alta
la deposicion fermentabilidad fermentabilidad
1 11 2
2 31 13
3 41 45
4 10 22
5 7 14

* 4% de las deposiciones no estaban disponibles para la clasificacion

Ejemplo 2

La Tabla 2 muestra los datos de un estudio en el que los mismos gatos que en el ejemplo 1 se alimentaron con
2 alimentos diferentes. Ambos alimentos contenian niveles similares de fibras prebidticas y dcidos grasos Omega-3.
El Alimento C contenfa glutamina y antioxidantes afiadidos mientras que el Alimento D no contenfa glutamina ni
antioxidantes afiadidos. La mitad de los gatos se alimentaron con el Alimento C durante 2 semanas y la otra mitad
se alimentaron con el Alimento D. Esto fue seguido por un lavado de una semana para todos los gatos. Se cruzaron
después al otro alimento durante 2 semanas adicionales. Los resultados en la Tabla 2 muestran que cuando los gatos
se alimentaron con el Alimento C que incluia glutamina y antioxidantes altos, la calidad de la deposicidn se mejord
significativamente (0% de la puntuacién de la deposicién de 1 y 2) comparada con la calidad de la deposicién cuando
los gatos se alimentaron con el Alimento D, la dieta sin glutamina y antioxidantes afiadidos (7% de la deposicién con
una puntuacién de 1 y 2). El Alimento C tiene significativamente mejores resultados en la calidad de la deposicion,
0% de las puntuaciones de la deposicion de 1 y 2, comparada con el Alimento A que tiene 42% de su puntuacién de
la deposicion de 1 y 2. El Alimento C es también significativamente mejor que el Alimento B que tiene un 15% de
las puntuaciones de la deposicién de 1 y 2. El Alimento C es también significativamente mejor que el Alimento D que
tiene un 7% de las puntuaciones de la deposicion de 1y 2. El Alimento C tiene todos los componentes significativos de
este invento: glutamina, antioxidante, fibra fermentable y 4cidos grasos n-3. Todos los alimentos A, B y D perdieron
al menos uno de estos componentes.
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El contenido en nutrientes del alimento se enumera a continuacion.

Formula Todas las opciones Todas las opciones
{Alimento C) excepto glutaminay
antioxidante (Alimento D)
% de humedad 75-76 75-76
% de proteina-Kjeldahl 10 10,1
% de fibra cruda 0,2 0,4
% de ceniza 1,49 1,69
% de grasa cruda 4-6 4-6
% de fibra insoluble 1-1,5 1-1,5
% de fibra soluble 0,1-0,3 0,1-0,3
Omega 3 (calc) 0,13 0,06
Omega 6 (calc) 1,51 0,46
Acido ascérbico pg/g 30-50 4-10
Tocoferoles totales ng/mi 300-400 30-50
TABLA 2

Porcentaje de deposiciones

Puntuacion de la calidad | Alimento C (todas las Alimento D (todas las

de la deposicion opciones) opciones excepto
glutamina y
antioxidantes)

1 0

2 0 7

3 29 67

4 58 27

5 13 1

Los datos muestran que la dieta con glutamina y antioxidantes afiadidos sigue sosteniendo la mejora en la calidad
de la deposicion en estos gatos.

Ejemplo 3

Los siguientes experimentos muestran que la fuente de glutamina que se us6 en el ejemplo anterior estd biodispo-
nible y es capaz de estimular la funcién inmune. La glutamina es un nutriente importante para el tracto intestinal ya
que es la principal fuente de combustible para los enterocitos y linfocitos. Una mayoria de la glutamina en la dieta se
absorbe por las células del intestino ademas de por las células inmunes en el intestino.
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En un experimento, se ensayé una fuente de glutamina para ver si estaba biodisponible y capaz de descargar la
glutamina adecuada en las células intestinales. La fuente de glutamina era trigo hidrolizado con un enriquecimiento
del 30% en glutamina. Se realizé un estudio de la respuesta de la dosis en 6 perros para ver si los niveles aumentados
de la fuente de glutamina (0, 0,5, 1,0 y 2% de contenido en glutamina) se detectd en el plasma después de alimentar la
dieta.

El cambio en la glutamina del plasma posprandial en las comidas de alimentacién de animales se suplementd con
diferentes niveles de glutamina.

TABLA 3
% de glutamina suplementada % de cambio en la glutamina del plasma
del control
0,5% 3
1,0% 10
2,0% 15

Los datos muestran que habia una respuesta aumentada a los niveles aumentados de glutamina en la dieta, particu-
larmente 30 minutos después de la comida. Esto muestra que la glutamina estd disponible para la corriente sanguinea
después de la extraccién por las células intestinales.

En un experimento adicional, se examin6 la eficacia de la glutamina como un inmuno-modulador. Se asignaron al
azar 20 perros Beagle en 4 grupos que reciben tanto una dieta bdsica como una dieta basica suplementada con 1%, 2%
0 4% de glutamina. Las muestras de sangre de los animales se sacaron en tubos heparinizados, 2 horas después de su
ultima alimentacién en el dia 1 y 16. Se prepararon las muestras para medida inmunolégica (ensayo de proliferacién
de células T).

Ensayo de proliferacion de células T. Los leucocitos de la sangre periférica (PBL) en cada muestra se sangre se
contaron usando Nova Celltrak II (Beckman Coulter Corp., FL). La sangre se diluyé (1:20) con un medio suplemen-
tado. La sangre diluida se puso en una placa, por triplicado, en placas de cultivo de células de 96 pocillos con los
siguientes mitégenos diluidos en el medio suplementado: Concanavalina A (0,5 ug/mly 10 ug/ml), PWM (1,5 pg/ml,
2,5 ug/ml) y PHA (0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml). Las placas se incubaron en un incubador humidificado que contiene 7%
de CO, a 37°C durante 72 horas. E1 ADN celular era Ci/pocillo [etiquetado por pulsos 18 horas antes de recoger con
1 *H] timidina. E1 ADN celular se recogié en un papel de fibra de vidrio usando un recogedor de células (Skatron
Instruments Inc., VA) y se suspendi6é con 1,5 ml de céctel de centelleo. La absorcién de timidina [*H] se cuantificé
como cuentas por minuto (CPM) usando un Analizador Liquido de Centelleo TriCarb 2100 TR (Packard BioScience
Company, IL). Las cuentas se normalizaron a CPM/10.000 células a contar por la variacién en las concentraciones de

Efecto de la glutamina en la proliferacion de linfocitos

La Concanvalina A (Con A) es un mitégeno de células T policlonales. En presencia del mitégeno Con A, el
analisis total mostré un efecto significativo de la dieta, pero sin efecto de la dosis de Con A, o tratamiento dietético
por la interaccion de la dosis de Con A. Asi, los datos se colapsaron a través de las diferentes dosis de Con A para
mostrar la respuesta proliferativa de los linfocitos dependientes del porcentaje de glutamina suplementada en la dieta.
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TABLA 4

Proliferacion de linfocito de células T en la respuesta al mitégeno Con A

Alimento Proliferacion de células T (logs, cpm)
Sin glutamina suplementada 4,7

1% de glutamina suplementaria 5

2% de glutamina suplementaria 48

4% de glutamina suplementaria 45

Hay un efecto principal significativo del tratamiento dietético (P<0,01). El suplemento dietético del 1% de glutami-
na mostré una proliferacién maxima de linfocitos que era significativamente diferente del grupo de control (P<0,05).
Los perros suministrados con 1% y 2% de glutamina mostraron aumentos similares en la proliferaciéon de linfocitos.
Hubo una diferencia significativa entre estos grupos y la respuesta proliferativa de los linfocitos de animales suple-
mentados con 4% de glutamina en su dieta (P<0,01). Esto indica que el suplemento con 1-2% de glutamina aumenta
la proliferacién de linfocitos T. Sin embargo, el 4% de glutamina no es beneficiosa adicionalmente a este respecto.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién conveniente para la ingestion oral de mamiferos en un mamifero con inflamacién del tracto
GI que comprende una cantidad eficaz anti-diarrea de al menos 0,1% en peso de glutamina, fibra(s) fermentable(s),
antioxidante(s) y dcido(s) graso(s) omega-3.

2. La composicion segin la reivindicacion 1, en la que el mamifero es un perro o un gato.

3. La composicion segiin la reivindicacién 2, en la que la composicion se administra en la dieta del perro o del
gato.

4. La composicién segun la reivindicacion 3, en la que la glutamina es 0,1 a 5% en peso de la dieta.

5. La composicion segin las reivindicaciones 3 o 4, en la que la(s) fibra(s) fermentable(s) es 0,5 a 20% en peso de
la dieta.

6. La composicién segtn las reivindicaciones 3 0 4 0 5, en la que el(los) antioxidante(s) es 0,1 a 3% en peso de la
dieta.

7. La composicion segin las reivindicaciones 3 04 0 5 0 6, en la que el(los) dcido(s) graso(s) omega-3 es 0,1 a 3%
en peso de la dieta.

8. El uso de una composicién segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para la fabricacién de una dieta
administrable oralmente para manejar la diarrea en un mamifero que tiene inflamacién del tracto GI.
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