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(57) Resumo: METODO PARA ESTIMULAGAO DA FLORA
INTESTINALA presente invencédo refere-se aos métodos para
alimentagdo e as composi¢des a serem administradas aos bebés que
nascem de parto por cesariana e especificamente ao uso de a) pelo
menos dois microorganismos diferentes; ou b) pelo menos um
microorganismo e pelo menos um oligossa-carideo nao digerivel; ou ¢)
pelo menos duas espécies diferentes de Bifido-bacteria, subespécies
ou cepas para a fabricagdo de uma composi¢édo para administragao
enteral a um bebé nascido de parto por cesariana. Pelo que, é possivel
estimular o desenvolvimento saudavel da flora intestinal dos bebés.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO -
PARA ESTIMULACAO DA FLORA INTESTINAL".
Campo da Invencao

A presente invencéo refere-se aos métodos para alimentagao e

as composigcoes a serem administradas aos bebés que nascem do parto por

cesariana.

Antecedentes da Invencdo

Quando se férmula nutrigdo para bebés, o leite materno é usado
como o melhor padrdo. Os ingredientes, especificamente os de origem ndo

“humana, sao normalmente combinados para mimetizar os aspectos compo-

sicionais e efeitos fisioldgicos do leite materno humano.

Um aspecto importante do leite humano é que ele fornece ener-
gia e fluidos ao bebé. Além de fornecer energia, o leite materno,hu,manov
contém muitos componentes adicionais, que tém por objetivo manter a sau-
de do bebé. O leite materno humano contém, por exemplo, fibra prebiética,
que estimula o desenvolvimento da flora intestinal saudavel. Uma flora intes-

tinal saudavel traz inUmeros efeitos positivos ao bebé, tais como, incidéncia

~ reduzida de infecgbes e um sistema imune resistente.

Varias formulas de leite para bebés disponiveis comercialmente
contém ingredientes que objetivam estimular o desenvolvimento da flora in-
testinal. As férmulas para bebés podem conter, por exemplo, fibras prebidti-
cas ou organismos probidticos vivos. As fibras prebidticas normalmente pas-
sam nao digeridas através do trato gastrointestinal superior e estimulam se-
letivamente o crescimento de bactérias benéficas no célon. As bactérias
probidticas vivas aumentam as contagens bacterianas especificas no intesti-
no.

A EP 1105002 descreve uma mistura de carboidrato pfebiético
compreendendo um ou mais oligossacarideos solUveis e um ou mais polis-
sacarideos soluveis com pelo menos 80% em peso de cada sendo de prebi-
oticos.

O WO 2005039319 descreve uma preparagdao compreendendo

Bifidobacterium breve e uma mistura de carboidratos ndo digeriveis para
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bebés alimentados parcialmente de leite ndo materno e 'parcialmente de leite
materno, bem como o uso da mesma para o tratamento ou prevengdo de
transtornos imunes em bebés alimentados parcialmente de leite nio materno
e parcialmente de leite materno. ”

Sumario da Invencao

As férmulas para bebés sdo normalmente projetadas para mime-
tizar o desenvolvimento de uma flora intestinal em um bebé que recebe leite
materno humano, com a implicagdo de que todos os bebés reagem de forma
similar ao leite materno humano e a férmula de leite para bebés. Contudo, os
presentes inventores verificaram que uma subpopulacdo de bebés, denomi-.
nados aqueles bebés que nascem de parto por cesariana, reagem de forma
diferente, uma vez que sua fIdra intestinal no nascimento é completamente
diferente da flora intestinal dos bebés que nascem de parto normal. Especifi- |
camente, 0 pérfil e conteudo das espécies da Bifidobacteria de bebés que |
nascem.do parto por cesariana é diferente daquele perfil intestinal e teor de
espécies da Bifidobacteria dos bebés que nascem através de parto normal.

Os presentes inventores analisaram a flora intestinal dos recém-

~nascidos apds parto por cesariana e dos recém-nascidos apds parto normal.

Foi verificado, surpreendentemente, que existem muitas diferengas entre os
dois grupos na composi¢céo da flora intestinal. Especificamente, os bebés
que nascem de parto normal contém pelo menos cerca de trés espécies dife-
rentes da Bifidobacteria, considerando-se que os bebés nascidos de parto:
por cesariana ndo possuem a maior parte das éspécies da Bifidobacteria
importantes. '

~ Foi tambéem descoberto que os bebés nascidos através do parto
por cesariana especificamente ndao possuem Bifidobacterium breve, Bifido-
bacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium catenulatum, |
Bifidobacterium adolescentis e Bifidobacterium longum. Essas espécies es-
tavam presentes na flora da maior parte dos bebés que nasceram através do
parto normal.

Uma vez que a flora intestinal desempenha um pape! importante

no desenvolvimento do bebé, especificamente na estimulagdo do sistema
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imune e resisténcia contra infecgdes, 0 mais importante é estimular o desen- -
volvimento saudavel da flora intestinal dos bebés nascidos através do parto
por cesariana.

AdicionaImente, os recém-nascidos do parto por cesariana nao

possuem uma biodiversidade em sua flora intestinal. Apenas uma ou duas

espécies diferentes da Bifidobacteria foram detectadas nos recém-nascidos -

‘de parto por cesariana, enquanto a flora intestinal dos recém-nascidos de

parto normal normalmente contém vérias espécies diferentes da Bifidobacte-

ria. Os presentes inventores acreditam que essas observagdes sao indicati-

~ vas de uma falta geral de uma variedade de espécies no trato intestinal dos

recém-nascidos de parto por cesariana. A biodiversidade é de grande impor-
tancia para a obtencdo dos efeitos fisiologicos desejados e estimular otima-
mente a saude dos recém-nascidos. o

o Natren® produz o produto probictico Life Start® que é indicado
especificamente para bebés e apropriado para bebés que nasceram de parto
por cesariana. ‘O Life Start® é fabricado com a Bifidobacterium infantis. Uma
vez que o produto Life Start® contém apenas uma espécie simples da Bifido-
bacteria, os beneficios para o bebé serao muito limitados. _ '}

Especificamente ndo esperada é também a observagdo de que
as melhoras na satde do bebé podem ser obtidos mesmo quando os bebés
sdo alimentados com o leite materno. No caso em que os bebés nascem de
parto por cesariana, o leite materno é (na maior parte dos casos) a melhor
nutricao para o bebé. Contudo, o leite materno também nao resulta instanta-
neamente em uma flora similar aquela observada em bebés nascidos de
parto normal. O presente método portanto, também é usado vantajosamente
quando o bebé recebe leite materno humano.

Consequentemente, a presente invengado tem especiﬁcamente
por objetivo: a) aumentar a ocorréncia de espécies especificas na flora intes-
tinal dos bebés nascidos de parto por cesariana; b) aumentar a biodiversida-
de dos microorganismos na flora intestinal; e/ou c) estimular o crescimento
de microorganismos benéficos, especificamente a Bifidobacteria.

Consequentemente, em um aspeto, a presente invencdo prové um método
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‘para estimular o desenvolvimento saudavel da flora intestinal dos bebés

nascidos de parto por cesariana, por administragdo de uma composigdo con-
tendo: | | '

- pelo menos dois microorganismos diferentes;

- pelo menos um microorganismo e pelo menos um oligossaca-
rideo_néo digerivel; ou

- pelo menos duas espécies da Bifidobacteria diferentes, subes-
pécies ou cepas. ' '

O microorganismo aumentara.a biodiversidade da flora dos be-
bés, enquanto os oligossacarideos nao digeriveis estimulardo o desenvolvi-
mento e crescimento de microorganismos inerentes e administrados.

A com'posigéo a ser administrada no presente método contém,
preferivelmente, multiplas espécies bacterianas diferentes, preferivelmente
multiplas espécies da Bifidobacteria. 1sso resulta em estimulacédo otimizada
da flora intestinal dos bebés que nascem do parto por cesariana.

Descricdo Detalhada das Concretizacoes Preferidas

A presente invengdo prové um método para alimentagéao de be-
bés, o dito método compreendendo administragéo enteral de uma composi-
¢a@o a um bebé que nasceu de parto por cesariana, a dita composigdo com-
preendendo: a) pelo menos dois microorganismos diferentes; ou b) pelo me-
nos um microorganismo e pelo menos um oligossacarideo nao digerivel; ou
c) pelo menos duas espécies diferentes da Bifidobacteria, subespécies ou
cepas. - |

Em um aspeto adicional, a presente invengédo prové um método
para estimular a saude de um bebé que nasceu de parto por cesariana,
compreendendo administragdo ao bebé e dentro de 100 horas apds o nas-
cimento, de uma composi¢do contendo microorganismos e/ou oligossacari-
deos nao digeriveis.

Ainda em um aspecto adicional, a presente invencdo prové um
metodo para fabricag@o de nutricdo para bebés, apropriada para bebé que
nasceu de parto por cesariana, compreendendo mistura de: A) leite materno

humano; e B) uma composigao compreendendo: i) pelo menos dois microor-
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ganismos diferentes; ou ii) pelo menos um microorganismo e pelo menos um
oligossacarideo nao digerivél; ou iii) pelo menos duas espécies diferentes de
Bifidobacteria, subespécies ou cepas.

Aihda em um aspecto adicional, a presente invengao prové uma

composicdo compreendendo pelo menos quatro espécies da Bifidobacteria,

subespécies e/ou cepas selecionadas do grupo consistindo em Bifidobacte-

rium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium

catenulatum, Bifidobacterium adolescentis, Bididobaéterium thermophilum,
Bididobacterium gallicum, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium angula-

“tum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium thermacidophilum

e Bifidobacterium longum.

A presente invengao também prové uma composigdo nutricional
¢ompreendendo entre 5 e 25% de proteina; entre 25 e 60% de gord‘ura; en- )
tre 30 e 70% de carboidratos; pelo menos duas espécies diferentes da Bifi-
dobacteria e pelo menos uma espécie de Lactobacillus.

A presente invengao também prové um recipiehte com um volu-
me liquido entre 0,5 e 50 mL contendo uma composi¢do a ser administrada
a um bebé compreendendo pelo menos dois microorganismos diferentes; ou
pelo menos um microorganismo e pelo menos um oligossacarideo néo dige-
rivel; ou pelo menos duas espécies diferentes da Bifidobacteria, subespécies
ou cepas. | ‘

Em um aspecto adiciohal, a presente invengao prové um método
para estimular o desenvolvimento de uma flora intestinal saudavel em um
bebé, compreendendo a etapa de: A) mistura de I) um liquido nutricional ou
farmaceuticamente aceitavel; e 1) uma composi¢cdo seca, onde a composi-
¢ao seca Il compreende pelo menos dois microorganismos diferentes; ou
pelo menos um microorganismo e pelo menos um oligossacarideo ndo dige-
rivel; ou pelo menos duas espécies de Bifidobacteria diferentes, subespécies
ou cepas; e B) administragdo da composi¢ao obtida na etapa a) a um bebé
que nasceu de parto por cesariana.

As composi¢cbes usadas na presente invengao sio preferivel-

mente as composi¢des nutricionais e/ou farmacéuticas e apropriadas para
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‘administragao aos bebés.

Parto por cesariana

A presente invengao refere-se a -admi'nistragéo enteral de uma

- composigao contendo um microorganismo aos bebés que nascem do parto

por cesariana. Um parto por cesariana é um procedimento cirirgico onde um
bebé nasce através de uma incisdo feita na parede abdominal da mae, e
entdo através da parede do utero. Um parto por cesariana é geralmente rea-
lizado quando é mais seguro para a mae e para 0 bebé em comparacao ao
parto normal. Outras vezes, a mulher pode escolher entre ter seu bebé de

um parto por cesariana ou parto normal.

Diversidade

A presente composicao contém pelo menos dois microorganis-
mos diferentes; ou pelo menos um organismo do tipo microorganismo e pelo
menos um oligossacarideo nao digerivel; ou pelo menos duas espécies da
Bifidobacteria, subespécies ou -cepas diferente's. Os microorganismos sio
preferivelmente bactérias e/ou leveduras. Preferivelmente, os microorganis-
mos empregados na presente invengdo sdo probidticos, isto é, quando apli-
cados aos seres humanos ou animais, eles afetam beneficamente o hospe-
deiro por melhorar as propriedades da microfiora nativa. As combinag:_c”)es
mencionadas acima geralmente tém o objetivo de aumentar a diversidade
e/ou quantidade dos micfoorganismos nos intestinos da crianga que nasceu
de parto por cesariana. Isso afeta beneficamente o bebé, provendo varios
beneficios saudaveis. |

O termo "microorganismos diferentes" conforme usado na pre-
sente invencao refere-se ao microorganismo que pertence a um género e/ou
espécie diferente. Preferivelmente, os microorganismos diferentes sdo bac-
térias diferentes. Preferiveimente, os microorganismos diferentes sdo espé-
cies diferentes. Por exemplo e preferivelmente, a presente composi¢cdo com-
preende ou consiste em breve Bifidobacterium (B. breve) e Bifidobacterium
catenulatum (B. catenulatum). B. breve e B. catenulatum séao consideradas
aqui como duas espécies bacterianas diferentes. Espécies bacteriana nao

sdo consideradas diferentes se elas forem de subespécies diferentes. Por
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exemplo, Lactobacillus delbrueckii ‘subespécie delbrueckki e Lactobacillus -
delbrueckii subespécie bUlgaricus ndo sdo considerados como duas espé-
cies diferentes. A presente composi¢do contém pelo menos dois micfoorga-
nismos diferentes, preferiveimente pelo menos duas espécies bacterianas

diferentes. Preferivelmente, a presente composigdo contém pelo menos trés

espécies diferentes, mais prefe.rivelmehte pelo menos quatro espécies dife-

‘rentes. Preferivelmente, o microorganismo ou as espécies bacterianas em-

pregados sao probidticas.

Em uma concretizagéo, a presente invengdo contém, pelo me-

- nos, duas espécies de Bifidobacteria diferentes, subespécies ou cepas. A

presente composigéo compreénde, preferivelmente, pelo menos um, preferi-
velmente pelo menos duas, mesmo mais preferivelmente pelo menos trés e
a mais preferivelmente pelo menos quatro subespécies de Bifidoba_cter_ia‘
diferentes. Por exemplo, a Bifidobacterium animalis subespécie animalis e
Bifidobacterium animalis subespécie lactis sdo subespécies diferentes.
B.breve M16V é B.breve R0070 sao cepas diferentes.

Microorganismos

Preferivelmente, a presente composigdo contém pelo menos um
microorganismo selecionado do grupo consistindo em bactérias do Aacido
lactico, bacilos e leveduras, preferivelmente pelo menos uma bactéria do
acido lactico sélecionada do grupo consistindo em Carnobacterium, Entero-
coccus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococ-
cus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella e Bidifobac-
teria. A presente composicdo contém, preferivelmente, pelo menos dois,
mais preferiveimente pelo menos trés, mais preferivelmente pelo menos qua-
tro microorganismos diferentes. | |

Preferivelmente, a presente composicdo contém peld menos
uma espécie selecionada do género Bifidobacteria, mais preferivelmente
pelo menos duas, mesmo mais preferivelmente pelo menos trés, mais prefe-
rivelmente pelo menos quatro, mais preferivelmente pelo menos cinco espé-
cies do género da Bifidobacteria. Bifidobacteria sao bactérias Gram positi-

vas, anaerobias, conformadas em bastédo. As presentes espécies de Bifido-
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bacterium possuem preferivelmente pelo menos 95% de identidade da se-
quéncia 16 S do RNAr quando comparadas ao tipo de cepa das respectivas
espécies Bifidobacterium, mais preferivelmente pélo menos 97% de identi-

- dade, conforme definido nos livros desse assunto, como por exemplo, Sam-

brook, J., Fritsch, E.F., e Maniatis, T. (1989), Molecular Cloning, A Labora-
tory manual, 2%-edigao, Cold Spring Harbor (N.Y.) Laboratory Press. Bifido-
bacteria preferivelmente usadas sdo também descritas por Scardovi, V. Ge-
nus Bifidobacterium. p. 1418 - p 1434. Em: Bergey's manual of Systemati'c'_
Bacteriology. Volume 2, Sneath, P.H.A., N.S. Mair, M.E. Sharpe e J.G. Holt
(ed.) Baltimore: Williams & Wilkins. 1986. 635 p. '

A presente composicdo preferivelmente contém, pelo menos -
uma, mais preferivelmente pel'o menos duas, mesmo mais preferivelmente
pelo menos trés e mesmo mais preferivelmente pelo menos quatro espécies '
Bifidobacterium preferivelmente selecionadas do grupo consistindo em Bifi-
dobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifido-
bacterium catendlatum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium ther-
mophilum, Bifidobacterium gallicum, Bifidobacterium animalis, Bifidobacteri-
um angulatum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium therma-
cidophilum e Bifidobacterium longum. Mais preferivelmente a presente com-
posigao pref_erivelmenté compreende pelo menos uma, mais preferivelmente
pelo menos duas, mesmo mais preferivelmente pelo menos trés e mais pre-
ferivelménte peio menos quatro espécies Bifidobacterium preferivelmente
selecionadas do grupo consistindo em Bifidobacterium breve, Bifidobacteri-
um infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobac-
teriuhv adolescentis e Bifidobacterium longum. Mais preferivelmente a pre-
sente composicao contém Bifidobacterium breve e/ou Bifidobacterium cate-
nulatum. |

Em uma concretizagdo adicionalmente preferida, a presente
composigao compreende pelo menos uma, mais preferivelmente pelo menos
duas, mesmo mais preferivelmente pelo menos trés e mais preferivelmente
pelo menos quatro subespécies Bifidobacterium. Ainda em uma concretiza-

¢ao adicionalmente preferida, a presente composi¢cdo compreende pelo me-
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nos uma, mais preferivelmente pelo menos duas, mesmo mais preferivel-
mente pelo menos trés e mesmo mais preferivelmente pelo’ menos quatro
cepas Bifidobacterium.

Em uma concretizagdo adicionalmente preferida, a presente

composigcao contém uma bactéria do acido lactico, preferivelmente pelo me-

nos uma bactéria selecionada do grupo consistindo em Lactobacilli, Lacto-

‘cocci e Streptococci. Mais preferivelmente, a presente composigdo contém

pelo menos uma bactéria selecionada do grupo consistindo em Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonni, Lactobacillus casei,

- Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermen- =

tum, Lactobacillus lactis, Streptococcus thermophilus e Lactobacillus paraca-
sei. A biodiversidade adicionalmente aumentada terd um efeito estirh_uladof
na saude dos recém-nascidos. | _ | _ |

A presente composicao contém preferivelmente entre 10" e 10
microorganismos de unidades de formacdo de coldnia (cfu) por grama de .7
peso seco da presente composigao, preferiveimente entre 10° e 10'2, mais
preferivelmente entre 10° e 10'°. Preferivelmente, a presente composicéo
contém entre 10" e 10° unidades de formacao de colbnia (cfu') Biﬁdobactefia
por grama de peso seco da presente composigdo, mais preferivelmente en-
tre 102 e 10'2, mais preferivelmente 10° e 10'2. |

O presente método compreende preferivelmente a administragéo
de uma porgéo contendo entre 10" e 10™ cfu de microorganismos, mais pre- -
ferivelmente entre 10° e 10'", mais preferiveimente entre 10° e 10'°. O pre-
sente método compreende, preferivelmenté, a administragdo de uma porgao
contendo entre 10" e 10° cfu de Bifidobacteria, mais preferivelmente entre
102 e 10'%, mais preferivelmente entre 10° e 10",
Oligossacarideos

O termo "oligossacar'i'deos ndo digeriveis" conforme usado na
presente invengao refere-se aos oligossacarideos/carboidratos que ndo sdo
usados ou apenas parcialmente digeridos no intestino pela a¢ao de &cidos
ou enzimas digeriveis presentes no trato digestivo superior humano (intesti-

no delgado e estémago) porém que sdo fermentadas pela flora intestinal
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“humana. Preferivelmente, o presente oligossacarideo néo digerido possui -

um grau de polimerizacéo (DP) de 2 a 100, preferivelmente um DP de 2 a
50. Preferivelmente, 0 presente oligossacarideo nio digerivel é uma fibra
prebidtica. O termo "fibra prebidtica" refere-se as fibras ndo digeriveis que
afetam beneficamente o hospedeiro por esﬁmulagéo seletiva do crescimento

e/ou atividade de um ou um numero limitado de espécies bacterianas no co-

lon. Preferivelmente, o presente oligossacarideo nao digerivel é soluvel. O

termo "soluvel" conforme usado aqui, quando se referindo a um polissacari-

deo, fibra ou oligossacarideo, significa que a substancia é pelo menos 50%
, g » SIg q , p

- soluvel de acordo com o método descrito por L. Prosky e outros, J. Assoc.

Off. Anal. Chem. 71, 1017-1023 (1988). |

Preferivelmente, a presente composi¢cao contém pelo menos um
bligossacan’deo selecionado do grupo consistindo em galactooligossacari- .
deos, dextrinas ndo digeriveis, xilooligossacarideos, arabinooligossacari- |
deos, glicoligossacarideos, manooligossacarideos, isomalto-oligossacarideo
e frutopolissacarideo. |

O termo "frutopolissacarideo” conforme usado aqui refere-se a
um carboidrato de polissacarideo compreendendo uma cadeia de peAIo me-
nos 3 unidades de frutose ligadas em B, com um DP entre 3 e 300, preferi-
velmente entre 20 e 150. Preferivelmente é empregada a inulina. A inulina
esta disponivel sob a mafca registrada "Raftilin HP®, (Orafti). O DP médio do
frutopolfssacarideo é preferivelmente de pelo menos 15, mais preferivelmen-
te pelo menos de 20 ou mais, até 300. Na inulina, as unidades de frutose
séo ligadas com uma ligagdo de (2 > 1).

| As polidextrinas. ndo digeriveis refere-sem as (malto)dextrinas

resistentes a digestao ou poIidextrosé resistente a digestao que possuem um

DP de 10 a 50, preferivelmente entre 10 e 20. As pdlidextrinas nao digeriveis

compreendem ligagdes o1 =2 4),'oc(1 -> 6) glicosidicas e ligagcbes 1 > 2 e 1
- 3. Polidextrinas digeriveis sdo por exemplo disponiveis sob a marca regis-
trada "Fibersol 2°" da Matsutami Industries or Litesse® de Danisco.

Os presentes inventores verificaram. que os galactooligossacari-

deos podem ser vantajosamente usados na presente composi¢cdo, uma vez
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que esses oligossacarideos se mostraram especificamente eficazes na esti-
mulagdo do crescimento da Bifidobacteria. Conseqlientemente, em uma
concretizagao preferida, a presente composigdo contém galactooligossacari-
deos. O termo "galactooligossacarideo" conforme usado aqui refere-se a um

sacarideo nao digerivel, onde pelo menos 30% das unidades de sacarideo

séo unidades de galactose, pr_eferivelmente pelo menos 50%, mais preferi- .
velmente pelo menos 60%. Preferiveimente os sacarideos do oligossacari-
deo sao ligados em B, como é o caso no leite materno humano.
Preferivelmente, a presente composigdo contém um galactooli-
gossacarideo selecionado do grupo consistindo em transgalactooligossaca-

rideos, lacto-N-tetraose (LNT) e lacto-N-neotetraose (neo-LNT). Em umaA -

concretizagao especificamente preferida, o método da presente invencgao
compreende a administracdo do transgaIactooligos_sacan’deo ([galéct_ose]n-
glicose; onde n é um inteiro entre 1 e 60, isto &, 2, 3, 4, 5, 6, ... 59, 60; prefe-
rivelmente, n é selecionado de 2,3,4,5,6,7,8,9 ou 10). Os transgalacfooligos-
sacarideos (TOS) s&o vendidos, por exemplo, sob a marca registrada Vivi-
nal® (Borculo Domo Ingredients, Paises-Baixos). Preferivelmente os sacari-
deos dos transgalactooligossacarideos sao ligados em B. |

A presente composicdo contém, preferivelmente, 0,5 a 75 gra-
mas dos oligossacarideos sollveis nao digeriveis por 100 gramas de peso
seco, preferivelmente entre 0,5 e 50 gramas. A presente composicdo con-
tém, preferivelmente, 0,1 a 95 gramas de galactooligossacarideos por 100 -
gramas de peso seco, preferivelmente entre 0,1 e '50 gramas. '

O presente método compreende, preferivelmente, a administra-
¢ao de uma porgao contendo entre 0,05 e 25 gramas de oligossacarideo nio
digerivel, preferivelmente entre 0,1 e 5 gramés. O presente método compre-
ende, preferivelmente, a administragdo de uma porgéao contendo entre 0,05e
25 gramas de galactooligoséscarideos, preferivelmente entre 0,1 e 5 gramas
de galactooligossacarideos.

Os presentes inventores também verificaram que uma mistura
de oligossacarideos n&o digeriveis de cadeia longa e oligossacarideos néo

digeriveis de cadeia curta estimula sinergisticamente o crescimento da flora
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-intestinal saudavel, especificamente a Bifidobacteria. Conseqlientemente, a .

presente invengao contém pelo menos dois oligossacarideos com graus mé-
dios diferentes de polimerizagéo (DP). Preferivelmente as razbes em peso:
a. (oligossacarideos nao digeriveis com DP de 2 a 5): (oligossa-
carideos nao digeriveis com DP 6, 7, 8 e/ou 9)>1e
b. (oligossacarideos nao digeriveis com DP de 10 a 60): '(oligos-

‘sacarideos nao digeriveis com DP 6, 7, 8 e/ou 9) > 1

_ Preferivelmente, ambas as razdes em peso estdo acima de 2,
mesmo mais preferivelmente acima de 5. " A |
Para aperfeicoamento adicional, o oligossacarideo preferivel- -
mente possui um teor relativamente alto de oligossacarideos de cadeia cur-
ta, uma vez qUe esses estimulam fortemente o crescimento da Bifidobacteri-

a. Consequentemente, preferivelmente, pelo menos 10% em peso dos oli-
P |

- gossacarideos na presente composig¢do possuem um DP de 2 a 5 (isto &, 2,

3, 4 e/ou 5) e pelo m‘enos 5% em peso possuem um DP de 10 a 60. Preferi-
velmente pelo menos 50% em peso, mais preferivelmente pelo menos 75% -
em peso dos oligossacarideos possuem um DP de 2 a 9 (isto é, 2, 3, 4,5, 6,
7,8el0u9). . | -

Para aperfeigoar a biodiversidade e estimular o crescimento de
multiplos organismos intestinais, a presente composigdo compreende, prefe-
rivelmente, dois oligossaéan’deos com uma estrutura diferente. A presente
composigéo compreende pelo menos dois oligossacarideos diferentes, onde
os oligossacarideos possuem uma homologia nas unidades de sacarideo
abaixo de cerca de 90%, preferivelmente abaixo de 50%, mesmo mais prefe-
rivelnﬁente abaixo de 25%, mesmo mais preferivelmente abaixo de 5%. O
termo "homologia” conforme usado na presente invengéo é o cumulativo da
porcentagem da mesma unidade de sacarideo nos diferentes oligossacari-
deos. Por exemplo, o oligossacarideo 1 (OL1) possui va estrutura fruc-fruc-
glu-gal, e assim compreende 50%a fruc, 25% gal e 25% glu. O oligossacari-
deo 2 (OL2) possui a estrutura fruc-fruc-glu, e assim compreende 66% fruc,
33% glu. Os oligossacarideos diferentes assim possuem uma homologia de
75% (50% fruc + 25% glu).
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Preferivelmente, a presente compoSigéo contém galactooligos-
sacarideos e frutopolissacarideos.
Aplicacdo

A presente composigao é preferivelmente aplicada enteralmente,

mais preferivelmente oralmente. A presente composicdo é portanto preferi-

velmente um liquido. O termo{"enterall" usado aqui também engloba uma
administragao retal ou anal. |
Quando os bebés recebem férmula de leite para bebés, a pre-
sente composicao com os microorganismos e opcionalmente incluindo pelo
menos um oligossacarideo ndo digerivel, é preferivelmente incluida na for-
mula nutricional. O probidtico e/ou prebiético podem ser separadamente adi-
cionados & férmla para bebés. Quando os recém-nascidos recebem nutricao
através de um tubo, os microorganismos podem ser,apropriadament.e inclui-
dos na nutricdo administrada através do tubo. A estimulagdo da diversidade
€ de grande importancia, assim, a presente invencdo também prové uma
composicao mjtricional compreendida entre 5 e 25% da proteina; entre 25 e
60% de gordura; entre 30 e 70% de carboidratos; e pelo menos duas espé-r

~ cies diferentes de Bifidobacteria e pelo menos uma espécie de Lactobacillus.

Quando os bebés recebem leite materno humano, a presente
composicao pode ser apropriadamente misturada com leite materno huma-
no. A presente invengdo consequlientemente também prové um método para
fabricagéo de nutricdo para bebés apropriada para bebés nascidos de parto
por cesariana, compreendendo mistura: A) leite materno humano, e B) uma
composicao compreendendo: (i) pelo menos dois microorganismos diferen-
tes; ou (ii) pelo menos um microorganismo e pelo menos um oligossacarideo
nao digerivel; ou (iii) pelo menos duas espécies Bifidobacteria, subespécies
ou cepas. As caracteristicas preferidas da composi¢éo B) sao conforme pro-
vidas aqui.

Em uma concretizagéo preferida adicional, a presente invengéo
€ administrada ao bebé em um volume muito pequeno, por exemplo, por
"inoculagé@o" do bebé. Preferivelmente, a presente composicdo é administra-
da ao bebé com uma éeringa, pipeta ou tubo, preferivel e diretamente apés o
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nascimento. Em uma concretizagéo adicional preferida, a presente composi- -
¢ao é administrada no reto ou anus do bebé que nasce de parto por cesaria-
na, preferivelmente na forma de um supositério, pﬂula ou comprimido. Con-
sequentemente, a presente invengdo também prové um supositério, pilula ou
comprimido apropriado para administragéo retal a um bebé com a idade a-
baixo de um ano, onde o supositério, pilula ou comprimido contém microor-

‘ganismos e/ou oligossacarideos nao digeriveis, preferivelmente a presente

composi¢ao conforme descrita aqui anteriormente.

Em uma concretizagdo adicionalmente preferida, a presente in- -

- vengao prové um método de estimulagdo da flora intestinal de um bebé

compreendendo administragéo retal a crianga com a idade abaixo de 3 anos,
de uma composigéo compreendendo microorganismo e/ou oligossacarideo

nao digerivel. Preferivelmente, o bebé possui idade abaixo de 1 ano, mais

preferivelmente abaixo de 2 semanas. Preferivelmente, o bebé nasce de par-

to por cesariana. Preferivelmente essa composigcdo para administragéo retal
contém a composicao descrita acima.

Esse procedimento tem a vantagem de n&o interferir com a pra- -
tica de alimentag&o por leite materno e lembra muito a inoculagéo vaginal,
que ocorre durante o nascimento. A presente invengdo também prové um
mé_todo para estimular a saude de um bebé que nasce de parto por cesaria-
na, compreendendo adrhinistragéo ao bebé e dentro de cem horas apés o
nascimento, preferivelmente entre 72 horas apés o nascimento, mais preferi-
velmente dentro de 48 horas apds o nascimento, de uma composi¢ao con-
tehdo microorganismos e/ou oligos'sacan’déos nao digeriveis.

A composicdo é preferivelmente apropriada para administragdo
diretamente apds o nascimento. Consequentemente, em uma concretizagdo
adicionalmente preferida, a presente invengdo prové um recipiente compre-
endendo uma composicéo Il’quidé com um volume entre 0,5 e 50 mL, que
contém a presente composi¢do. O liquido com o presente microorganismo,
combinado opcionalmente com oligossacarideos néo digeriveis, pode ser
apropriadamente usado no presente método. Preferivelmente, o liquido pos-
sui um volume entre 0,5 e 25 mL. Esse volume é preferivelmente pequeno,
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porque ele de outra forma interferiria com os comportaimentbs de apetite e
de bebida do bebé. »

De modo similar e englobado por essa inveng¢éo se encontra um
recipiente com uma composi¢cdo seca reconstituivel contendo a presente

invengao, onde o recipiente contém um volume entre 0,5 e 50 mL. Esse re-

cipiente é preferivelmente acompanhado por instrugbes de como reconstituir .
o pé em um volume de liquido pequeno, por exemplo, dgua.

A presente invengado assim prové um método para estimular o
desenvolvimento da flora intestinal saudavel em um bebé compreendendo a
etapa A: administragéo 1) de um liquido especifico, nutriCionaI e farmaceuti-. .
camente aceitavel; e ll) uma composicdo seca, onde a composi¢do seca Il |
compreende pelo menos do‘is'microorganismos diferentes; ou pelo menos
um microorganismo e pelo menos um oligossacarideo néo digerivel; ou pelo
menos duas espécies de Bifidobacteria diferentes, subespécies ou cepas; e
etapa B) administragdo da composig¢do obtida na etapa a) a um bebé que
nasceu de parfo por cesariana.

A presente composigao é preferivelmente administrada a um

bebé no primeiro ano de vida, preferivelmente entre duas semanas apds o

nascimento, mesmo mais preferivelmente dentro de uma semana apés o
nascimento, mais preferivelmente dentro de 48 horas apés o nascimento.

Exemplos
Exemplo 1: Céracterizacéo molecular_dos micrdbios intestinais em bebés

gue nasceram de parto normal versus parto por cesariana

~ No presente estudo, a influéncia do modo do nascimento (parto

por cesariana versus parto normal) na composi¢cdo microbiana intestinal no

terceiro dia de vida por emprego de PCR-Eletroforese em Gel de Gradiente

Desnaturante(DGGE) e PCR-Eletroforese em Gel de Gradiente de Tempera-

tura (TGGE). Ambas as andlises DGGE e TGGE foram utilizadas, em con-
junto com ampliagdes especificas para dez espécies de Bifidobacterium.

Apbs o consentimento informado por escrito obtidos dos pais,

vinte e trés recém-nascidos apds parto por cesariana e parto normal foram

recrutados no estudo. As amostras fecais foram obtidas no terceiro dia de
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vida. O DNA microbiano foi extraido e analisado de acordo com Favier e ou- -
tros, Environ Microbiol 2002; 68:219-226 e Satokari e outros, Appl Environ
Microbiol 2001; 67:504-513; Satorkari e outros, SyStem Appl Microbiol 2003;

- 26:572-584.

Os resultados da Bifidobacteria detectados nas amostras fecais
de recém-nascidos apds parto por cesariana obtidos no terceiro dia de vida
sao fornecidos na Tabela 1. A Tabela 2 fornece a Bifidobacteria detectada
nas amostras fecais de recém-nascidos apés parto normal no terceiro dia de
vida. v .

Foi verificado que a flora microbiana de um bebé nascido de par-
to por cesariana mostra fortes}diferengas em rélagéo a um bebé nascido de
parto normal. O reconhecimento dessas diferengas nos niveis de espécies
permitiu aos presentes inventores projetar as presentes composi¢oes e m_é-'
todos. - | A - ' |

Esses resultados séo indicativos do uso vantajoso da composi- |
¢ao e método de acordo com a presente invengdo, por exemplo, um método
para alimentar bebés nascidos do parto por cesariana, estimulando a flora -
intestinal saudavel e consequentemente prevenindo infecgdes e estimulando

0 sistema imune saudavel.
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Exemplo 2: Fermentacdo in vitro de galacto-oligossacarideo por fezes de

bebés | ‘
Objetivo: a capacidade dos galactooligossacarideos (GOS) e
uma combinagdo de GOS e inulina de favorecer a atividade das bactérias do

acido lactico foi avaliada usando um sistema de fermentagdo em batelada

semidinamico, in vitro , empregando fezes de bebés. A quantidade de lactato .
foi determinada, uma vez que é o produto de fermentagdo das bactérias do
acido lactico incluindo a Bifidobacteria. "

Método: fezes frescas foram obtidas de bebés alimentados com

mamadeira saudéaveis. O material de fezes fresco dos bebés variandode 1a
4 meses de idade foi agrupado e colocado em um meio de preservagdo

(peptona tamponada 20,00 g/L, L-Cisteina-HCI 0,5 g/L, Tioglicolato de sddio
0,5 g/L, comprimido de resazurina 1/1, pH 6,7) dentro de 1 hora e é.rmaze-
nados a 4°C por no maximo 2 horas antes do experimento de fermentagéo
comegar. |

A solugédo preservada das fezes foi centrifugada a 13.000 rpm

por 15 minutos. O sobrenadante foi removido e as fezes foram misturadas

~ com meio McBain & MacFarlane (agua peptona tamponada 3,0 g/L, 2,59 g/L ,

extrato de levedura; 0,8 g/L de mucina (microviscosidades); 3,0 g/L de tripto-
na; L-Cisteina-HCI 0,4 g/L, sais biliares 0,05 g/L, K;HPO4.3H,0 2,6 g/L,
NaHCO; 0,2 g/L, NaCl 4,5 g/L, MgS0.4.7H,0 0,5 g/L, CaCl, 0,228 g/L, Fe-
SO, 0,005 g/L), 'que é representativo do ambiente intestinal, em uma razdo
de 1:5. | |

Em t =0, 15 m da suspenso fecal foram combinados com 500
mg de prebidtico em uma garrafa e misturados completamente. Como um
controle nenhum prebiético foi adicionado. Os prebidticos adicionados foram
como se segue: | |

Meios: 12 3

GOS: 0500450

Inulina: 0 0 50

Como uma fonte de GOS, foi utilizado Vivinal GOS (Borculo

Domo). Como uma fonte da inulina foi empregado RaftilinHP (Orafti).
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156 mL foram transferidos para um tubo de didlise em uma garra- -
fa de 250 mL enchida com 250 mL de meio tamponado (KoHPO..3H,0 2,6
g/L, NaHCO; 0,2 g/L, NaCl 4,5 gL, MgSO4.7H20'O,5 g/L, CaCl, 0,228 g/L,
FeS04.7H0O 0,005 g/L, pH 6,3 (?)). A garrafa foi fechada e incubada a
37°C. As amostras de 1 mL foram retiradas do tubo de didlise e do fampéo
de dialise com uma seringa hipodérmica apds trés 3 horas e armazenadas a

18°C. Os experimentos foram realizados em duplicidade. O lactato foi de-

terminado enzimaticamente usando kit de detecgdo de &cido L-lactato com
D- e L-lactato-desidrogenase (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha).

Resultados e Conclusdes: os resultados sdo expressos como
quantidades de lactato formado por g de prebiético adicionado. Os resulta-
dos mostram QUe a quantidade de lactato é aumentada quando uma micro-
flora do bebé fermenta GOS ou uma mistura de GOS e inulina. Quando ne- )
nhum prebiético é adicionado, a produgéo de lactato ndo é observada. Com
GOS sozinho, 0,1801 mmol/g de lactato prebiético é produzido. Quando uma
combinacao de GOS e inulina é adicionada, o lactato produzido é de 0,2119
mmol por grama de prebidtico. _

Os resUItados indicam que os oligossacarl’deos estimulam 0
crescimento e/ou atividade da bactéria de acido lactico nos bebés, incluindo
Bifidobacteria. Esses rés_ultados séo indicativos do uéo vantajoso dos oligos-
sacarideos nao digeriveis, especificamente galactooligossacarideos, na pre-
sente cbmposigéo e 0 método de acordo com a presente invencéo, isto é,
em um método para alimentar bebés nascidos de parto por cesariana.
Exemplo 3: Método para alimentar bebés nascidos de parto por cesariana

| Dentro de dois dias apds o bebé nascer de parto por cesariana,
uma composi¢ao nutricional é administrada contendo por 100 mL prontos
para formula de alimentagéo: 1,6 g de proteina, 3,6 g de gordura, 6,4 g de
carboidratos digeriveis (principalrhente lactose), 0,8 g de carboidratos néo
digeriveis dos quais 0,60 g de transgalactooligossacarideos, 0,07 g de inuli-
na, 1 x 10° cfu de Bifidobacterium breve, 1 x 10° cfu de Bifidobacterium ca-
tenulatum, 1 x 10° cfu de Bifidobacterium longum e 1 x 10° cfu de Lactobacil-
lus paracasei. '
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Exemplo 4: Composicdo embalada

A composicao embalada onde a embalagem indica que o produ-
to é especificamente apropriado para alimentacdo oral de bebés nascndos de
parto por cesariana, a composigdo compreendendo Bifidobacterium breve,

'Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium catenula-

tum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum galactoollgossa- .
carideos e inulina.

~ Exemplo 5: Composicio embalada

Composi¢do de acordo com o Exemplo 4, onde a composicao
possui um volume de 10 mL e é embalada em uma seringa. -
Exemplo 6: Administracdo retal

P11 apropriado para administracao retal a um bebé dentro de
duas semanas do nascimento, compreendendo galactoollgossacandeos e
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum.
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REIVINDICAGOES
1. Uso de:
- a) pelo menos dois microorganismos diferentes; ou
b) pelo menos um mlcroorganlsmo e pelo menos um ollgossaca-
rideo nao digerivel; ou
¢) pelo menos duas espécies diferentes de Biﬁdobacter_ia, sub-

‘espécies ou cepas para fabricagdo de uma composigao para administragao

enteral a um bebé nascido de parto por cesariana.
2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, em que a composngao ’

-~ contém pelo menos uma especne da Bifidobacteria.

3. Uso de acordo com a reivindicagéo 1o0u2 emquea corhpo-
sicdo compreende pelo menos uma Bifidobacterium selecionada do vgrupo
consistindo em Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacteri-
um bifidum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium adolescentis, Bidi- |
funbacterium thermophilum, Bididobacterium gallicum, Bifidobacteridm ani-
malis, Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifi--
dobacterium thermacidophilum e Bifidobacterium longum. v

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 3, em que a composigéo
compreende pelo menos duas espécies de Bifidobacterium selecionadas do
grupo conforme mencionado na reivindicagéo 3.

5. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes prece-
dentes, onde a composigao compreende pelo menos um microorganismo e
pelo menos um oligossacarideo nao digerivel. _

6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes prece-
dentes .em que a composi¢cao compreende um oligossacarideo ndo digeri-
vel, selecionado do grupo consistindo em galactooligossacarideos, dextrinas
nao digeriveis, xilooligossacarideos, arabinooligossacarideos, glicoligossa-
carideos, manooligossacarideos, 'isomalto¥oligossacarideo e frutopolissaca-
rideo.

7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes prece-
dentes, em que a composigdo compreende entre 5 e 25% de proteina, entre
25 e 60% de gordura e entre 30 e 70% de carboidrato.
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8. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes prece-
dentes, em que a compoSi¢éo € administrada a um bebé& que recebe leite
materno humano. A

9.VUso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes prece-
dentes, em que a composigéd é administrada a um bebé dentro de uma se-
mana apds o nascimento. |

10. Composi¢do nutricional ou farmacéutica compreendendo,

| pelo menos, quatro espécies de Bifidobacteria, subespécies e/ou cepas se-

IeCionadas do grupo consistindo em Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
infantis, Bifidobactérium bifidum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacteri- -
um adolescentis, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium gallicum, |
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium pseu-
docatenulatum, Bifidobacterium thermacidophilum e _Bifidobécterium Ibngum.

11, Composigéo’ nutricional compreendendo entre 5 e 25% de
proteina; entre 25 e 60% de gordura; entre 30 e 70% de carboidrato; pelo
menos duas eépécies diferentes de Bifidobacteria e pelo menos uma espé-
cie de Lactobacillus.

12. Método para fabricagdo de uma nutrigao para bebés apropri-
ada para bebés nascidos de parto por cesariana, compreendendo mistura de:

a. leite materno humano; e |

b. uma composicao c_ompreendehdo:

i, pelo menos dois microorganismos diferentes; ou

ii. pelo menos um microorganismo e pelo menos um oligos-
sacarideo né&o digerivel; ou _ |

iii. pelo menos duas espécies diferentes de Bifidobacteria,
subespécies ou cepas_. . | _ }

13. Recipiente com um volume h’quido entre 0,5 e 50 mL conten-
do uma composigéo’ a ser administrada a um bebé compreendendo, pelo
menos, dois microorganismos diferentes; ou pelo menos um microorganismo
e pelo menos um oligossacarideo n&o digerivel; ou pelo menos duas espé-
cies de Bifidobacteria diferentes, subespécies ou cepas.

14. Método para estimulagdo do desenvolvimento de uma flora
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intestinal saudavel em um bebé nascido de parto por cesariana compreen-
dendo as etapas de: '
a) mistura de 1) um liquido nutricional ou farmaceuticamente a-

- ceitavel; e 1) uma composicdo seca, em que a composicdo seca Il compre-

ende pelo menos dois microorganismos diferentes; ou pelo menos um mi-
croorganismo e pelo menos um oligossacarideo nédo digerivel; ou pelo me-

‘nos duas espécies de Bifidobacteria, subespécies ou cepas.

b) administragdo da composi¢do obtida na etapa a) ao bebé. -
15. Método para estimular a flora intestinal de um bebé nascido -

- de parto por cesariana compreendendo a administragdo ao bebé e dentro de

100 horas ap6és o nascimento, de uma compdsigéo contendo microorganis-
mos e/ou oligossacarideos nao digeriveis. |

16. Método para estimular a flora intestinal de um bebé compr_e-’
endendo.administracéo retal a crianga com idade abaixo de 3 anos, de uma |
composi¢do compreendendo microorganismos e/ou oligossacarideos ndo

digeriveis.
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" possivel estimular o desenvolvimento saudével da flora intestinal dos bebés.

7f0£j}fo? y

RESUMO 4
Patente de Invengao *METODO PARA ESTIMULAQAO DA FLORA INTES—
TINAL".

A presente invengéo refere-se aos métodos para alimentagéo e

as composigdes a serem administradas aos bebés que nascem de parto por

cesanana e especificamente ao uso de a) pelo menos dois mlcroorganlsmos :
dcferentes, ou b) pelo menos um microorganismo e pelo menos um ohgossa—

" carideo ndo digerivel; ou c) pelo menos duas espécies diferentes de Bifido- . .
_bacteria, subespécies ou cepas para a fabricagdo de uma composi¢do para EE

administragdo enteral a um bebé nascido de parto por cesariana. Pelo qué; é -
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