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“COMPOSICAO PARA LACTENTE E/ OU CRIANCA NA PRIMEIRA
INFANCIA COM OLIGOSSACARIDEOS NAO DIGERIVEIS E
BIFIDOBACTERIA NAO VIAVEL, E, USOS DA MESMA”

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencao refere-se ao campo de nutrigao
para lactente e crian¢a na primeira infancia. Em particular a presente invengao
refere-se a uma nutri¢do para lactente e crianca na primeira infancia com
oligossacarideo ndo digerivel e bifidobactérias ndo vidveis. Tal composi¢ao
nutricional € vantajosamente usada para tratar ou prevenir alergia,
preferivelmente alergia a alimentos, e/ou doengas atopicas incluindo
dermatite atopica e/ou asma.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

[0002] Um lactente humano alimentado com leite humano
desenvolverd, apds 0 nascimento, uma microbiota intestinal rica em bactérias
produtoras de acido latico. Isto ocorre devido a presenga de sacarideos nao
digeriveis no leite humano que sdo especificamente fermentados por bactérias
produtoras de 4cido latico, especificamente bifidobactérias.

[0003] Uma microbiota rica em bifidobactérias é benéfica
uma vez que tem um efeito preventivo em infecc¢oes, diarréia, constipagao,
inflamacdo gastro-intestinal, matura¢do intestinal, alergia, em particular
alergia a alimentos, doengas atOpicas incluindo dermatite atpica, € asma e
tem um efeito benéfico no sistema imune.

[0004] Formulas para criangas pequenas pode ser adaptada
para imitar o efeito bifidogé€nico de leite humano. WO 2005039319 descreve
o uso de Bifidobacterium breve viva e uma mistura de dois sacarideos nao
digeriveis diferentes para melhorar a microbiota de criangas alimentadas com
formulas. O documento descreve a relevancia de bifidobactérias em um nivel
de género bem como em um nivel de espécie. WO 20070046698 descreve o

uso de uma composi¢cdao compreendendo oligossacarideo nao digerivel para a
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fabricacdo de uma composi¢do para administra¢io enteral a uma crianga cujo
parto foi através de cesariana. Bactérias de acido lactico vivas devem ser co-
administradas para aumentar a diversidade e/ou a quantidade de
microorganismos no intestino da crianca de parto por cesariana. JP 01242532
descreve o uso de B. breve viavel ou ndo viavel como um imunopotenciador
que estimula as placas de Peyer assim prevenindo a infec¢do de trato intra-
intestinal e alergia. Este documento ndo descreve a formula nutricional para
lactentes e/ou criangas na primeira infancia.

SUMARIO DA INVENCAQ

[0005] Sabe-se que células de B. breve vivas podem
melhorar a microbiota e assim melhorar alergia. No entanto, o uso de B. breve
ndo viavel é preferido. Isto apresenta varias vantagens:

1) Um produto compreendendo B. breve ndo vidvel pode ser
armazenado mais facilmente e com custos reduzidos, uma vez que nenhuma
precaucdo especial foi tomada para manter a viabilidade de células B. breve
em um nivel aceitdvel. Este é especialmente o caso em produtos com uma
atividade em 4gua acima de 0,3.

2) Nenhuma pdés-acidificagdo ocorre devido a auséncia de
capacidade fermentativa de B. breve em produtos armazenados com uma
elevada atividade de dgua e/ou em formula para crianga pequena no periodo
apoOs a reconstituicdo com dgua e antes do consumo.

3) Apdés a produgdo, a composi¢do nutricional final com B.
breve nao viavel pode ser pasteurizada e/ou esterilizada, consequentemente
reduzindo a chance de contaminagdo com microorganismos prejudiciais, tais
como FE. sakazakii. Entdo a presente inven¢do possibilita que uma férmula
liquida pronta para uso compreendendo B. breve ndo viavel seja preparada e
armazenada a temperatura ambiente.

4) Um produto em pdé com B. breve ndo viavel pode ser

reconstituido com dgua com uma temperatura acima de 37°C, se desejado.
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5) A dose de células de B. breve recebida por cada lactente
e/ou crianga na primeira infancia pode ser mais facilmente controlada, uma
vez que nenhum outro cultivo em um produto liquido ocorre, nem cultivo no
trato intestinal da crianga. O ultimo € um fator varidvel dependendo do meio
intestinal do individuo, e assim conduzindo a variacoes na extensdo de efeitos
benéficos em lactentes individuais.

[0006]  Os inventores surpreendentemente verificaram que a
nutricdo para lactente e crianca na primeira infancia compreendendo
oligossacarideos ndo digeriveis pode ser vantajosamente suplementada com
células de Bifidobacterium breve ndo vidvel para ter um efeito preventivo
e/ou curativo em alergia a alimentos e/ou outras doengas atopicas. O efeito de
Bifidobacterium breve nao viavel em composicoes foi comparavel a aquele de
células B. breve vidveis. O efeito anti-alérgico observado de B. breve
inativada ndo pode ser explicado por um efeito probidtico direto, tal como um
efeito através de melhora da flora, umas vez que as células nido estdo mais
vivas e portanto ndo aumentam o numero de células B. breve na microbiota.
Até agora, os efeitos benéficos de B. breve foram presumidos como sendo
dependentes da presenca de células vivas.

[0007] O efeito de células de B. breve nao viaveis foi
comparavel, mas levemente menor do que aquele de B. breve viva. Os
presentes inventores surpreendentemente verificaram que o efeito de B. breve
ndo viavel poderia ainda ser melhorado pela presencga de oligossacarideos nao
digeriveis. Isto € inesperado, uma vez que geralmente em preparacdes
simbidticas, o presente oligossacarideo ndo digerivel estimula as bactérias
probidticas presentes e assim mostram um efeito melhorado. Os inventores
inesperadamente verificaram que também em prepara¢des compreendendo B.
breve inativada, que ndo € capaz de usar e beneficiar-se dos presentes
oligossacarideos ndo digeriveis, também um efeito melhorado foi verificado

na combina¢do comparado com 0s compostos sozinhos.
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[0008] Os oligossacarideos ndo digeriveis estimulam a
microbiota intestinal da lactente e/ou crianga na primeira infancia,
especialmente a quantidade de bifidobactérias e/ou lactobacilos. A melhora
simultanea da microbiota por oligossacarideos ndo digeriveis de lactentes e/ou
criancas na primeira infincia alimentadas com férmula, enquanto
administrando B. breve ndo vidvel, resulta em um efeito aumentado em
prevencdo e/ou tratamento de distirbios tais como um efeito preventivo em
infec¢des, diarréia, constipa¢do, inflamacdo gastro-intestinal, maturagao
intestinal, alergia, particularmente alergia a alimentos, dermatite atopica, e/ou

asma.

DESCRICAQO DETALHADADA INVENCAQ

[0009] A presente invenc¢do refere-se a uma nutricdo para
lactente e crianga na primeira infancia compreendendo um oligossacarideo
ndo digerivel A e/ou B e uma quantidade de Bifidobacterium breve ndo viavel
equivalente a pelo menos 10° cfu por g de peso seco da nutri¢do para lactente
e crianca na primeira infancia, e compreendendo uma quantidade de
Bifidobacterium breve viavel menor do que 10° cfu por g de peso seco da
nutricdo para lactente e crian¢a na primeira infancia.

[00010] Em um aspecto, a presente inven¢ao refere-se a um
método para alimentar um lactente e/ou crianga na primeira infancia.

[00011] Em um outro aspecto, a presente invengao refere-se
a um método para tratar e/ou prevenir alergia, preferivelmente alergia a
alimentos, e/ou doengas atopicas incluindo eczema atépico e/ou asma,
referido método compreendendo administrar a presente nutricdo para lactente
e crianc¢a na primeira infancia a um individuo.

[00012] Em ainda outro aspecto, a presente invencao refere-
se a um método para tratar e/ou prevenir infeccdo, referido método
compreendendo administrar a presente nutricdo para lactente e crian¢a na

primeira infancia a um individuo.
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[00013] Em ainda outro aspecto, a presente invencao refere-
se a um método para tratar e/ou prevenir dermatite de fralda, referido método
compreendendo administrar a presente nutri¢do para lactente e crian¢a na
primeira infancia a um individuo.

[00014] Em outras palavras, a presente inven¢ao refere-se ao
uso da presente nutricdo para lactente e crian¢a na primeira infincia para a
fabricacdo da composi¢do ou nutricdo para o tratamento e/ou prevencdo de
alergia, preferivelmente alergia a alimentos, doengas atOpicas incluindo
eczema atopico e/ou asma, ou, em outras palavras, a presente invengao refere-
se a presente nutricdo para lactente e crianga na primeira infancia para uso no
tratamento e/ou prevencdo de alergia, preferivelmente alergia a alimentos,
eczema atdpico e/ou asma.

[00015] Também alternativamente redigido, a presente
invengdo refere-se ao uso da presente nutricdo para lactente e crianga na
primeira infancia para a fabricacdo de uma composi¢do ou nutricdo para o
tratamento e/ou preven¢do de infeccdo, ou, em outras palavras, a presente
invengao refere-se a presente nutricdo para lactente e crianga na primeira
infancia para uso no tratamento e/ou prevenc¢ao de infec¢ao.

[00016] Também alternativamente redigido, a presente
invengdo refere-se ao uso da presente nutricdo para lactente e crianga na
primeira infancia para a fabricacdo de uma composi¢do ou nutricdo para o
tratamento e/ou prevenc¢do de dermatite de fralda, ou, em outras palavras, a
presente inven¢do refere-se a presente nutricdo para lactente e crianga na
primeira infancia para uso no tratamento e/ou preven¢do de dermatite de
fralda.

Bifidobacterium breve

[00017] Bifidobacterium breve é uma bactéria em formato de
bastdo, ramificada, gram-positiva, anaerObica. A presente B. breve

preferivelmente tem pelo menos 95% de identidade com a sequéncia de rRNA
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16 S quando comparada a cepa de tipo de B. breve ATCC 15700, mais
preferivelmente pelo menos 97% de identidade (Stackebrandt & Goebel,
1994, Int. J. Syst. Bacteriol. 44:846-849). A Bifidobacterium incluida na
composicdao e métodos e usos da presente invencdo preferivelmente hibridiza
com a sonda de B. breve e da um sinal com o método de teste de nuclease de
5’ como descrito em WO 2005039319.

[00018] Cepas de B. breve preferidas sdo aquelas isoladas
das fezes de criancas saudaveis alimentadas com leite humano. Tipicamente,
estas sao comercialmente disponiveis a partir de produtores de bactérias de
acido latico, mas elas podem ser diretamente isoladas das fezes, identificadas,
caracterizadas e produzidas. De acordo com uma forma de realizagio
preferida, a presente composicdo contém pelo menos uma B. breve
selecionada dentre o grupo consistindo de B. breve Bb-03 (Rhodia/Danisco),
B. breve M-16V (Morinaga), B. breve RO070 (Institute Rosell, Lallemand), B.
breve BRO3 (Probiotical), B. breve BR92) (Cell Biotech) DSM 20091, e LMG
11613. Mais preferivelmente, a B. breve nao viavel € B. breve ndo viavel M-
16V (Morinaga). Mais preferivelmente, a B. breve nao viavel é de cepa B.
breve 1-2219 depositada junto ao CNCM em Paris, Franga.

[00019] A presente composi¢ao compreende uma quantidade
de Bifidobacterium breve ndo vidvel equivalente a pelo menos 10° cfu por g
de peso seco da composi¢cdo. A presente composi¢do preferivelmente
compreende B. breve ndo vidvel em uma equivalente de 10° a 10" unidades
formadoras de colonia (cfu) B. breve por grama de peso seco da presente
composicdo, preferivelmente 10* a 10'2, mais preferivelmente 10° a 10'!, mais
preferivelmente a equivalente de 10° a 10'° cfu B. breve por grama de peso
seco da presente composi¢do. Preferivelmente, a presente composi¢cao
compreende B. breve ndo vidvel em um equivalente de 10* a 10", mais
preferivelmente de 10° a 10'2, mais preferivelmente o equivalente de 10° a

5x10'"" unidades formadoras de colonia (cfu) B. breve por g do total de
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oligossacarideo ndo digerivel. A dose de B. breve nao vidvel de acordo com a
presente invengdo € preferivelmente administrada em uma dose didria do
equivalente de 10* a 10", mais preferivelmente de 10° a 10", ainda mais
preferivelmente o equivalente de 10° a 10'? , mais preferivelmente 10°® a
5x10'"!" unidades formadoras de coldnia (cfu). Quando a composi¢do é um
liquido, a composi¢do preferivelmente compreende o equivalente de 10* a
10'* unidades formadoras de coldnia (cfu) de B. breve ndo viavel por 100 ml
da presente composicdo, preferivelmente 10° a 10'*, mais preferivelmente 10°
a 10'%, mais preferivelmente o equivalente de 10° a 10! cfu B. breve por 100
ml da presente composi¢ao.

[00020] Uma quantidade de Bifidobacterium breve nao
vidvel equivalente a pelo menos 10° cfu por grama de peso seco significa
Bifidobacterium breve ndo viavel em uma quantidade que € a equivaléncia de
uma quantidade de pelo menos 10° cfu B. breve por grama de peso seco.

[00021] O equivalente de cfu pode ser determinado
realizando o teste de nuclease de 5’ com as sondas B. breve e iniciadores
como descrito em WO 2005039319 no produto (isto € uma férmula de
lactente) compreendendo B. breve ndo viavel e comparando com uma curva
de calibragio obtida a partir de um produto comparavel (por exemplo uma
formula para lactente padrdo) em que quantidades conhecidas de cfu de B.
breve viavel secado foram adicionadas. As bifidobactérias vidveis secadas
podem ser comercialmente obtidas como descrito acima. O valor de cfu na
curva de calibracdo feito por B. breve vidvel ou viva que tem a mesma
resposta de teste de nuclease de 5’ como o produto compreendendo a B. breve
inativada € considerado para ser a quantidade equivalente em cfu de B. breve
ndo viavel. Alternativamente, a quantidade de cfu por grama de peso seco
pode ser determinada em uma composi¢ao logo antes da etapa de inativagao.

[00022] A presenca de uma elevada quantidade de

bifidobactérias vidveis ainda resultaria em poés-acidificagdo e, formulas
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liquidas para lactentes. A presente composi¢do, portanto, compreende menos
do que 103 cfu de bifidobactérias viaveis, preferivelmente menos do que 102,
mais preferivelmente menos do que 10 cfu por g de peso seco da composigao.
Quando na forma de um liquido, a presente composi¢do compreende
preferivelmente menos do que 10* cfu de bifidobactérias vidveis,
preferivelmente menos do que 10°, mais preferivelmente menos do que 10?
cfu por 100 ml. As cfu de bifidobactérias viaveis podem apropriadamente ser
determinadas como descrito em Ingham, S. C., 1999, J. Food Prot. 62 (1)
p.77-80. Preferivelmente a composi¢ao nao compreende cfu de B. breve viva
possivel de ser medida de qualquer modo. Auséncia total de B. breve viva €,
entretanto, dificil ou ndo pode ser determinada. De modo apropriado, a
auséncia de B. breve viva por métodos de laminacdo pode ser determinada
como estando abaixo do limite de detec¢do. Este limite de detec¢do é de 10°
cfu/g de peso seco de composi¢ao.

[00023] B. breve nao viavel como no presente pedido refere-
se a uma B. breve morta, B. breve nao cultivavel, B. breve ndo cultivada e/ou
B. breve inativada (metabolicamente). Células de B. breve podem ser tornadas
nao viaveis por métodos conhecidos na técnica, incluindo etapas de
tratamento a calor (incluindo esterilizagcdo, pasteurizagdo, tratamento UHT),
radiacdo (UV), tratamento com oxigé€nio, tratamento com bactericidas tais
como etanol, sonica¢do, aplicacdo de pressdo ultraelevada, homogenizagao
por pressao elevada e uso de um disruptor celular. Preferivelmente a B. breve
€ morta por calor.

[00024] A presenga de B. breve ndo viavel vantajosamente
previne e/ou trata pelo menos um disturbio selecionado dentre o grupo
consistindo de infec¢des, diarréia, constipagcdo, inflamacido gastro-intestinal,
disturbios causados por maturagdo intestinal prejudicada, alergia (alimento),
dermatite atdpica, eczema, € asma, enquanto provendo muitos beneficios

tecnologicos de produto, incluindo vida de prateleira aumentada, uma
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incidéncia reduzida de contaminac¢do bacteriana, pds-acidificacdo diminuida
do produto, controle de dosagem melhorado e conveniéncia melhorada de
reconstitui¢ao.

Oligossacarideos nao digeriveis

[00025] A  presente  composicdo  compreende  um
oligossacarideo ndo digerivel A e/ou B. O oligossacarideo ndo digerivel A
e/ou B preferivelmente estimula o crescimento das bactérias produzindo acido
latico intestinal, particularmente bifidobactérias e/ou lactobacilos e, portanto,
estimula a forma¢do de uma microbiota intestinal saudavel, e preferivelmente
¢ fermentada em 4cidos organicos. Os acidos organicos formados estimulam a
producdo de muco e, portanto, ainda melhoram a funcado de barreira intestinal
e/ou maturagdo em criangas. Por esta razio, a presenga de oligossacarideo nao
digerivel A e/ou B tem um efeito vantajoso em infecc¢oes, alergia e/ou
doencgas atopicas. Vantajosamente, o oligossacarideo nao digerivel A e/ou B é
soliuvel em agua (de acordo com o método descrito em L. Prosky et al, J.
Assoc. Anal. Chem 71: 1017-1023, 1988) e € um oligossacarideo com um
grau de polimeriza¢do (DP) de 2 a 200. O DP (médio) do oligossacarideo nao
digerivel A e/ou B esta preferivelmente abaixo de 200, mais preferivelmente
abaixo de 100, ainda mais preferivelmente abaixo de 60, mais preferivelmente
abaixo de 40. O oligossacarideo nao digerivel A e/ou B ndo € digerido no
intestino pela acdo de enzimas digestivas presentes no trato digestivo superior
humano (intestino delgado e estdmago). O oligossacarideo ndo digerivel A
e/ou B € preferivelmente fermentado pela microbiota intestinal humana. Por
exemplo, glicose, frutose, galactose, sacarose, lactose, maltose e as
maltodextrinas sdo consideradas digeriveis. As matérias-primas de
oligossacarideo podem compreender monossacarideos tais como glicose,
frutose, fucose, galactose, ramnose, xilose, acido glucurdonico, GalNac etc.,
mas esses nao sao parte dos oligossacarideos como na presente invengao.

[00026] O oligossacarideo nao digerivel A e/ou B incluido
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nas composicoes e métodos e usos de acordo com a presente invengao inclui
uma mistura de oligossacarideos ndo digeriveis. Esta € uma pratica comum,
devido ao uso de oligossacarideo nao digerivel com, por exemplo, uma cadeia
longa, ser muito caro. Preferivelmente o oligossacarideo ndo digerivel €
selecionado dentre o grupo consistindo de fruto-oligossacarideo (incluindo
inulina), dextrina ndo digerivel, galacto-oligossacarideo (incluindo
transgalacto-oligossacarideo), xilo-oligossacarideo, arabino-oligossacarideo,
arabinogalacto-oligossacarideo, gluco-oligossacarideo (incluindo gentio-
oligossacarideo e ciclodextrina), glucomano-oligossacarideo, galactomano-
oligossacarideo, manano-oligossacarideo, quito-oligossacarideo,
oligossacarideo de acido urdnico, sialiloligossacarideo (incluindo 3-SL, 6-SL,
LSTab,c, DSLNT, S-LNH, DS-LNH) e fuco-oligossacarideo (incluindo
fucoidano OS (ndo) sulfatado, 2-FL, 3-FL, LNFP I, II, IIl, V, LNnFPI,
LNDH) e misturas destes, mais preferivelmente fruto-oligossacarideo
(incluindo inulina), galacto-oligossacarideo (incluindo transgalacto-
oligossacarideo, o e preferivelmente [ ligados), oligossacarideo de acido
urdnico e fuco-oligossacarideo e misturas destes, ainda mais preferivelmente
transgalacto-oligossacarideo e/ou inulina, mais preferivelmente transgalacto-
oligossacarideo. Quando o oligossacarideo ndao digerivel A e/ou B é uma
mistura, as médias dos respectivos parametros sdo usadas para definir a
presente invengao.

[00027] A presente invengdo preferivelmente prové uma
composi¢do com dois oligossacarideos ndo digeriveis diferentes, isto, €
oligossacarideo ndo digerivel A e oligossacarideo nao digerivel B.
Oligossacarideo nao digerivel A e oligossacarideo nado digerivel B
preferivelmente tém um tipo diferente de ligacdo glicosidica, um grau
diferente de polimerizagdio e/ou uma diferente composi¢do de
monossacarideo.

[00028] De acordo com uma forma de realizagao preferida
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da presente inven¢do, a porcentagem de um monossacarideo particular em
oligossacarideo nao digerivel A € pelo menos 40 % maior em nimero do que
a porcentagem do mesmo monossacarideo em oligossacarideo nao digerivel
B, preferivelmente pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo menos 75%,
ainda mais preferivelmente pelo menos 90%. Uma diversidade aumentada de
monossacarideos estimula uma populacdo mais ampla de bactérias intestinais
benéficas. A porcentagem de um monossacarideo no oligossacarideo nao
digerivel pode ser simplesmente calculada dividindo o nimero das respectivas
unidades de monossacarideo (por exemplo, glicose) no oligossacarideo nao
digerivel pelo namero total das unidades de monossacarideo naquele
oligossacarideo ndo digerivel e multiplica-o por 100. Quando o
oligossacarideo ndo digerivel € uma mistura de oligossacarideo ndo digerivel,
a contribuicdo de cada unidade de monossacarideo individual na mistura de
oligossacarideo ndo digerivel deve ser considerada. A porcentagem de um
monossacarideo em uma mistura de oligossacarideo nao digerivel pode
simplesmente ser determinada hidrolisando completamente a mistura e
determinando a porcentagem de nuamero para cada monossacarideo.
Preferivelmente, o oligossacarideo ndo digerivel A contém pelo menos 40 %
em numero galactose, mais preferivelmente pelo menos 67% galactose, mais
preferivelmente pelo menos 75% galactose. Preferivelmente oligossacarideo
nao digerivel B contém pelo menos 30 % em ndmero frutose, mais
preferivelmente pelo menos 67% frutose, ainda mais preferivelmente pelo
menos 80% frutose.

[00029] De acordo com uma forma de realizagao preferida
da presente invencdo, a DP média de oligossacarideo nao digerivel A € pelo
menos 5 unidades de monossacarideo menor do que a DP média de
oligossacarideo ndo digerivel B, preferivelmente pelo menos 10, ainda mais
preferivelmente pelo menos 15. Preferivelmente, oligossacarideo néo

digerivel A tem um grau DP médio de 2-10, mais preferivelmente 3-5.

Petigdo 870170088872, de 17/11/2017, pag. 23/85



12/31

Preferivelmente oligossacarideo ndo digerivel B tem um grau DP médio
abaixo de 200, mais preferivelmente 11-60, ainda mais preferivelmente 20-30.
Incluindo um oligossacarideo ndo digerivel com um grau aumentado de
polimerizagdo reduz a carga osmotica, que € vantajosa para uma nutri¢ao para
lactente e/ou melhora estimulacdo prebidtica da microbiota intestinal também
em partes mais distais do célon. Os oligossacarideos nao digeriveis A ¢ B
com uma DP diferente pode ter a mesma ou diferente composi¢cdo de
monossacarideo. Preferivelmente, oligossacarideos ndo digeriveis A e B tem
uma composi¢do de monossacarideo diferente e uma DP diferente.

[00030] Preferivelmente pelo menos 80 % em peso, mais
preferivelmente pelo menos 95% em peso, mais preferivelmente pelo menos
98% em peso do peso cumulativo de oligossacarideos nao digeriveis A e B
tem uma DP abaixo de 60, mais preferivelmente abaixo de 40, mais
preferivelmente abaixo de 20. A menor DP vantajosamente reduz viscosidade
e aumenta fermentabilidade dos oligossacarideos ndo digeriveis.
Preferivelmente pelo menos 50 % em peso, preferivelmente pelo menos 75 %
em peso do peso cumulativo de oligossacarideos ndo digeriveis A e B sdo
oligossacarideos nao digeriveis com uma DP de 2-8. Usando uma mistura
com uma porcentagem de peso elevada de pequenos oligossacarideos nao
digeriveis a fermentabilidade e efeito estimulatorio no crescimento das
bactérias de 4cido latico e bifidobactérias € aumentado.

[00031] Em uma outra forma de realizacdo preferida da
presente invenc¢do, a porcentagem de pelo menos uma ligacdo glicosidica de
oligossacarideo nao digerivel A com base nas liga¢des glicosidicas totais de
oligossacarideo nao digerivel A € pelo menos 40% maior ou menor do que a
porcentagem da mesma ligacdo glicosidica em oligossacarideo B,
preferivelmente pelo menos 50%, ainda mais preferivelmente pelo menos
75%. O termo “ligacdo glicosidica” como usado na presente invencao refere-

se a uma ligacdo C-O-C formada entre os anéis de dois monossacarideos
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ciclicos pela eliminacdo de agua. Uma diversidade aumentada em ligagoes
glicosidicas estimula uma faixa mais ampla de bactérias benéficas. Ligacdes
glicosidicas diferem em que elas covalentemente ligam atomos de carbono
nas unidades de monossacarideo em posi¢des diferentemente numeradas, e/ou
que elas formam ligagcdes a ou . Exemplos de ligagdes glicosidicas diferentes
ocorrendo em sacarideos nao digeriveis sdo ligagoes B(1,3), a(1,4), B(2,1),
a(1,2), e B(1,4). Preferivelmente as ligagdes glicosidicas em oligossacarideo
nao digerivel a compreende pelo menos 40% de ligagdes glicosidicas B(1,4)
e/ou B(1,6), mais preferivelmente pelo menos 75%. As ligagdes glicosidicas
em oligossacarideo nao digerivel B preferivelmente compreendem pelo
menos 40% de ligacdes glicosidicas B(2,1), mais preferivelmente pelo menos
75%. Preferivelmente, oligossacarideos nao digeriveis A e B diferem em
composi¢do de unidade de monossacarideo e em tipo de ligacdo glicosidica.
Preferivelmente, oligossacarideos ndo digeriveis A e B diferem em tipo de
ligacdo glicosidica e DP. Mais preferivelmente, oligossacarideos nao
digeriveis a e b diferem em tipo de ligacdo glicosidica, composi¢ao de
monossacarideo e DP, a fim de otimamente melhorar a biodiversidade e
estimular o crescimento de multiplos organismos intestinais, especialmente
espécies diferentes de Bifidobacterium.

[00032] Preferivelmente  pelo  menos  60%, mais
preferivelmente pelo menos 75% ainda mais preferivelmente 90%, mais
preferivelmente 98% das unidades de monossacarideos totais de
oligossacarideos ndo digeriveis A e B sdo monossacarideos selecionados
dentre o grupo consistindo de galactose (gal), frutose (fru) e glicose (glu)
monossacarideos.

[00033] Oligossacarideo nao digerivel A € preferivelmente
um oligossacarideo selecionados dentre o grupo consistindo de B-galacto-
oligossacarideo, a-galacto-oligossacarideo, e galactano. De acordo com uma

forma de realizacdo mais preferida oligossacarideo nao digerivel A é [-
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galacto-oligossacarideo ou transgalacto-oligossacarideo. Preferivelmente
oligossacarideo ndo digerivel A compreende galacto-oligossacarideos com
ligacdes glicosidicas B(1,4) e/ou B(1,6) e uma glicose terminal. Transgalacto-
oligossacarideo € por exemplo, disponivel sob o0 nome comercial
Vivinal®GOS (Borculo Domo Ingredients, Zwolle, Holanda), Bi2muno
(Clasado), Cup-oligo (Nissin Sugar) e Oligomate55 (Yakult).

[00034] Oligossacarideo nao digerivel B € preferivelmente
fruto-oligossacarideo. Um fruto-oligossacarideo pode em outro contexto ter
nomes como frutopolissacarideos, oligofrutose, polifrutose, polifructano,
inulina, levano e frutano e podem referir-se a oligossacarideos
compreendendo unidades de futose B ligadas, que sdo preferivelmente ligadas
por ligacdes glicosidicas B(2,1) e/ou B(2,6), e uma DP preferivel entre 2 e
200. Preferivelmente, o fruto-oligossacarideo contém uma glicose ligada
glicosidica B(2,1) terminal. Preferivelmente, o fruto-oligossacarideo contém
pelo menos 7 unidades de frutose B ligadas. Em uma outra forma de
realizagdo preferida inulina € usada como oligossacarideo nao digerivel B.
Inulina € um tipo de fruto-oligossacarideo onde pelo menos 75% das ligagdes
glicosidicas sdo ligacdes B(2,1). Tipicamente, inulina tem uma cadeia longa
média entre 8 e 60 unidades de monossacarideo. Um fruto-oligossacarideo
apropriado para uso nas composi¢des da presente invenc¢do € comercialmente
disponivel sob o nome comercial Raftiline®HP (Orafti). Outras fontes
apropriadas sdo raftilose (Orafti), fibrulose e fibrulina (Cosucra) e Frutafit e
frutalose (Sensus).

[00035] Mais preferido € transgalacto-oligossacarideo com
um grau DP médio abaixo de 10, preferivelmente abaixo de 6 como
oligossacarideo ndo digerivel A e um fruto-oligossacarideo com um grau DP
médio acima de 7, preferivelmente acima de 11, ainda mais preferivelmente
acima de 20, como oligossacarideo ndo digerivel B, uma vez que tal

combinac¢do foi verificada como sendo Otima para melhorar a microbiota
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intestinal.

[00036] Se a composi¢do compreende oligossacarideos nao
digeriveis A e B, a relacdo em peso de oligossacarideo ndo digerivel A para
oligossacarideo nao digerivel B € preferivelmente de 1/99 a 99/1, mais
preferivelmente de 1/19 a 19/1, ainda mais preferivelmente de 1 a 19/1. Esta
relacdo em peso € particularmente vantajosa quando oligossacarideo nao
digerivel A tem um grau DP baixo e oligossacarideo ndo digerivel B tem um
grau DP relativamente alto. Assegura-se um Otimo equilibrio entre
osmolalidade e fermentabilidade. Assegura-se também um efeito 6timo da
diversidade em composi¢cdo de monossacarideo, ligagdes glicosidicas e/ou
grau de polimerizacdo. Preferivelmente oligossacarideo A € um transgalacto-
oligossacarideo e oligossacarideo B € um fruto-oligossacarideo

[00037] Assim, acordo com uma forma de realizagdo, a
presente nutri¢do para lactente compreende oligossacarideos nao digeriveis A
e B, onde oligossacarideos ndo digeriveis A e B diferem quer:

1) na porcentagem de pelo menos um monossacarideo de
oligossacarideo A com base nas unidades de monossacarideo total de
oligossacarideo A, o monossacarideo sendo pelo menos 40 % em nimero
maior do que a porcentagem do mesmo monossacarideo em oligossacarideo
B; e/ou

i1) na porcentagem de pelo menos uma liga¢do glicosidica de
oligossacarideo A com base nas ligacdes glicosidicas totais de oligossacarideo
A, a ligacdo glicosidica sendo pelo menos 40% maior do que a porcentagem
da mesma ligagdo glicosidica em oligossacarideo B; e/ou

ii1) no grau de polimerizacdo de oligossacarideo A, grau de
polimerizagdo de oligossacarideo A sendo pelo menos 5 unidades de
monossacarideo menor do que o grau de polimerizagao de oligossacarideo B.

[00038] Em uma forma de realizagdo preferida, a presente

composi¢cdao ainda compreende um oligossacarideo nao digerivel C. O
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oligossacarideo nao digerivel C compreende oligossacarideo de dacidos
urdnicos. O termo oligossacarideo de 4cido urdnico como usado na presente
invengao refere-se a um oligossacarideo onde pelo menos 50 % em nimero
das unidades de monossacarideo presente no oligossacarideo € um
selecionado dentre o grupo consistindo de dacido gulurdnico, Aacido
mannurdnico, dcido galacturonico, acido idurdnico, 4cido riburdnico e acido
glucurénico. Em uma forma de realizacdo preferida o oligossacarideo de
acido urdnico compreende pelo menos 50 % em namero de 4cido
galacturobnico com base em unidades de acido urbnico totais no
oligossacarideo de 4cido urdnico. O oligossacarideo de acidos urdnicos usado
na invencdo € preferivelmente preparado a partir da degradacdo de pectina,
pectato, alginato, condroitina, acidos hialurdnicos, heparina, heparano,
carboidratos bacterianos, e/ou sialoglicanos, mais preferivelmente de pectina
e/ou alginato, ainda mais preferivelmente de pectina, mais preferivelmente
acido poligalacturonico. Preferivelmente a pectina degradada é preparada por
hidrélise e/ou beta-eliminacdo de pectinas de fruta e/ou vegetais, mais
preferivelmente pectina de maga, citrico e/ou beterraba, ainda mais
preferivelmente pectina de maca, citrico e/ou beterraba degradada por pelo
menos uma liase.

[00039] Preferivelmente a presente composi¢do compreende
entre 25 e 100 % em peso, mais preferivelmente entre 50 e 100 % em peso
oligossacarideo de acido urdnico com um DP de 2 a 250 com base no peso
total de oligossacarideo de 4acido wur6nico na composi¢do, mais
preferivelmente um DP de 2 a 100, ainda mais preferivelmente um DP de 2 a
50, mais preferivelmente um DP de 2 a 20 com base no peso total de
oligossacarideo de 4dcido urdnico na composicao.

[00040] Em uma forma de realiza¢do preferida, pelo menos
uma das unidades de acido hexurdnico terminal do oligossacarideo de acido

urdnico tem uma ligacdo dupla. A ligacdo dupla efetivamente protege contra a
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fixacdo de bactérias patog€nicas nas cé€lulas epiteliais intestinais. Isso €
vantajoso para lactentes. Preferivelmente uma das unidades de acido
hexuronico terminal compreende a ligacdo dupla de Cs-Cs. A ligagdo dupla
em unidade de acido hexur6nico terminal pode, por exemplo, ser obtida por
hidrélise enzimatica de pectina com liase.

[00041] O oligossacarideo de acido urdonico pode ser
derivado. O oligossacarideo de &cido urdnico pode ser metoxilado e/ou
amidado. Em uma forma de realizacdo o oligossacarideo de acidos urdnicos
sao caracterizados por um grau de metoxilagdio acima de 20%,
preferivelmente acima de 50% ainda mais preferivelmente acima de 70%.
Como usado aqui, "grau de metoxila¢ao" (também referido como DE ou "grau
de esterificacdo”) € pretendido para significar a extensdo para que grupos de
acido carboxilicos livres contidos no oligossacarideo de acido urdnico foram
esterificados (por exemplo, por metilagao).

[00042] Preferivelmente a  composicdo  compreende
oligossacarideos ndo digeriveis como transgalacto-oligossacarideo, fruto-
oligossacarideo e um produto de degradagdo de pectina. A relagdo em peso
transgalacto-oligossacarideo : fruto-oligossacarideo : produto de degradagao
de pectina € preferivelmente (20 a 2) : 1 : (1 a 3), mais preferivelmente (12 a
7y:1:(1a?2).

[00043] A presente composicdo preferivelmente compreende
0,05 a 20 % em peso de oligossacarideo nao digerivel (A + B + C), mais
preferivelmente 0,5 a 15 % em peso, ainda mais preferivelmente 1 a 10 % em
peso, mais preferivelmente 2,0 a 10 % em peso com base no peso seco da
presente composi¢ao.

Foérmula

[00044] A presente nutricio para lactente e crianga na

primeira infancia € preferivelmente administrada enteralmente, mais

preferivelmente oralmente. A presente nutricdo para lactente e crian¢a na
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primeira infancia é preferivelmente usada como uma formula para lactentes.
A presente nutrigdo para lactente e crianga na primeira infiancia pode
vantajosamente ser aplicada como uma nutricdo completa para lactentes. Tal
alimento preferivelmente compreende lipideo, proteina e carboidrato e €
preferivelmente administrado em forma liquida. Preferivelmente a
composi¢ao € um alimento liquido pronto para uso, por exemplo, € em uma
forma liquida pronta para consumo. Um alimento liquido pronto para uso
envelopado vantajosamente envolve menos etapas para preparagao que um po
para ser reconstituido e por essa razao uma chance reduzida em contaminagao
por microorganismos prejudiciais.

[00045] Por esta razdo, a presente inven¢ao também refere-se
a uma nutricdio para lactente e crianga na primeira infancia que
preferivelmente compreende entre 5 e 50 en% de lipideo , entre 5 e 50 en% de
proteina, entre 15 e 90 en% de carboidrato e B. breve ndao viavel e
oligossacarideo ndo digerivel A e/ou B e opcionalmente C. Preferivelmente a
presente nutricdo para lactente e crianga na primeira infancia compreende
entre 35 e 50 % Em de lipideo, entre 7,5 e 12,5 en% de proteina e entre 35 e
80 en% de carboidrato (en% € uma abreviatura para porcentagem de energia e
representa a quantidade relativa que cada constituinte contribui para o valor
caldrico total da preparagdo).

[00046] Preferivelmente a nutricdo para lactente e crian¢a na
primeira infancia compreende lipideos. Preferivelmente a nutricdo para
lactente e crianca na primeira infancia compreende lipideos vegetais.
Preferivelmente o componente de lipideo € uma combinacdo de lipideos
vegetais e pelo menos um 6leo selecionado dentre o grupo consistindo de 6leo
de peixe, animal, alga e bacteriano. Preferivelmente, o lipideo compreende
acima de 50 mg/100 kcal (preferivelmente acima de 1 % em peso com base
em acidos graxos totais) acido a-linolénico (ALA). Preferivelmente a

composicao de lipideo tem uma razao de peso/peso de acido linoléico (LA) e
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ALA entre 4 e 15, mais preferivelmente entre 5 e 8. Preferivelmente a
presente nutricdo para lactente e crianga na primeira infancia compreende
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA), mais
preferivelmente acido eicosapentandico (EPA) e/ou 4cido docosahexandico
(DHA), e/ou 4acido araquidonico (ARA). Preferivelmente a nutricdo para
lactente e crianca na primeira infancia compreende, com base em acidos
graxos totais, 0,03 a 0,8 % em peso, mais preferivelmente 0,12 a 0,4 % em
peso DHA. Preferivelmente a composi¢cdo compreende com base em acidos
graxos totais, 0,01 a 0,2 % em peso, mais preferivelmente 0,03 a 0,1 % em
peso EPA. Preferivelmente a composi¢cdo compreende 0,03 a 1,6 % em peso,
mais preferivelmente 0,12 a 0,8 % em peso de ARA com base em acidos
graxos totais. A presenca de LC-PUFA vantajosamente reduz a
permeabilidade intestinal ou melhora o sistema imune ou ambos, assim
manifestando um efeito sinergistico com os outros componentes da invengao
com relacdo a um efeito contra alergia, dermatite atOpica, infeccdes e
semelhantes.

[00047] Preferivelmente a nutricdo para lactente e crian¢a na
primeira infancia compreende proteinas. As proteinas usadas na preparagao
nutricional sdo preferivelmente selecionadas dentre o grupo consistindo de
proteinas provenientes de animais ndo humanos (tais como proteinas do leite,
incluindo caseinas e proteinas do soro do leite, proteinas da carne e proteinas
do ovo), proteinas vegetais (tais como proteinas de soja, proteina do soro do
leite, proteina do arroz, proteina de batata e proteina de ervilha), hidrolisados
(parcialmente e/ou extensivamente), aminoacidos livres e misturas destes.
Fontes de nitrogénio derivada de leite de vaca, particularmente proteinas de
leite de vaca tais como caseina e proteinas do soro do leite sdo
particularmente preferidas, como a composicdo de aminodcido dessas
proteinas € bem balanceada. Como a presente composi¢ao € apropriadamente

usada para reduzir a reacdo alérgica em um lactente e/ou crian¢a na primeira
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infancia, a proteina da nutricdo para lactente é preferivelmente selecionada
dentre o grupo consistindo de proteina do leite hidrolisada (por exemplo,
caseina hidrolisada e/ou proteina do soro do leite hidrolisada), proteina
vegetal hidrolisada e/ou aminodcidos. O uso destas proteinas ainda reduz as
reacoes alérgicas da lactente e/ou crianga na primeira infancia e/ou aumenta a
absor¢do de proteina. Preferivelmente a fonte de proteina € extensivamente
e/ou parcialmente hidrolisada. Mais preferivelmente a fonte de proteina é
extensivamente proteina do soro do leite hidrolisada derivada de leite de vaca.

[00048] Preferivelmente a nutricdo para lactente e crianga na
primeira infancia compreende carboidratos digeriveis. Os carboidratos
digeriveis usados na preparacao nutricional sdo preferivelmente selecionados
dentre o grupo consistindo de sacarose, lactose, maltose, galactose, glicose,
frutose, solidos de xarope de milho, amido e maltodextrinas, e misturas
destes, mais preferivelmente lactose.

[00049] A presente nutricio para lactente e crianga na
primeira infancia preferivelmente compreende minerais, elementos trago e
vitaminas, colina, taurina, carnitina, mio-inositol e/ou misturas destes.
Preferivelmente a presente composi¢ao contém taurina, que reduz os sintomas
de asma (Adv. Exp. Med. Biol. 2003 526:403-10).A taurina age
sinergisticamente com os componentes na presente nutricdo para lactente e
crianc¢a na primeira infancia. Preferivelmente a presente nutricdo para lactente
e crian¢a na primeira infancia compreende nucleotideos. Preferivelmente, a
composi¢do compreende 5’-monofosfato de citidina, uridina 5’-monofosfato,
5’-monofosfato de adenosina, 5’-monofosfato de guanosina, e 5’-monofosfato
de inosina. Preferivelmente a presente nutricdo para lactente e crian¢a na
primeira infancia compreende 0,005 a 0,07, mais preferivelmente 0,01 a 0,035
% em peso de nucleotideos com base em peso seco. A presenca de
nucleotideos vantajosamente afeta o sistema imune, barreira intestinal e/ou

microbiota intestinal. Assim , nucleotideos sdo esperados para manifestarem
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um efeito sinergistico com os outros componentes da invencao referindo-se a
um efeito contra alergia, dermatite atOpica, infec¢des e semelhantes.
Preferivelmente a presente nutricdo para lactente e crianga na primeira
infancia compreende ambos, LC-PUFA e nucleotideos.

[00050] Preferivelmente, a presente nutricdo para lactente e
crianc¢a na primeira infancia € uma composi¢do nao fermentada. Fermentagao
por microorganismos resulta em um abaixamento do pH, o que pode ser
desvantajoso para os dentes recentemente formados. Preferivelmente, a
composicdo tem um pH acima de 5,5, mais preferivelmente 6,0, ainda mais
preferivelmente 6,5 a fim de reduzir dano aos dentes. Preferivelmente a
nutri¢do para lactente e crianga na primeira infancia tem um pH entre 6 e 8.

[00051] Preferivelmente, a presente nutricdo para lactente e
crianga na primeira infancia € uma composi¢ao fermentada. Preferivelmente a
presente nutrigdo compreende um produto fermentado derivado do leite por
Bifidobacterium breve, de que as células sdao inativadas apos fermentacdo. O
produto derivado de leite que foi fermentado por B. breve compreende
fragmentos ou/e produtos B. breve excretada, tais como glicoproteinas,
glicolipideos, peptidoglicano, &cido lipoteicéico (LTA), lipoproteinas,
polissacarideos capsulares, e/ou DNA. Essas moléculas imunogénicas
induzem a tolerancia do trato intestinal contra colonizagdo com bactérias
produzindo 4cido latico. Além disso, na fermentagdo e/ou outras interagcdes de
B. breve com os produtos derivados do leite, compostos bioativos adicionais
podem ser formados, tais como peptideos bioativos e/ou oligossacarideos, que
também estimulam o sistema imune e/ou estimulam a colonizacdo da
microbiota intestinal. O produto derivado de leite € preferivelmente
selecionado dentre o grupo consistindo de leite, caseina, proteina de caseina,
hidrolisado de proteina de caseina, peptideos de caseina, soro do leite,
proteina do soro do leite, hidrolisado de proteina do soro do leite, peptideos

de soro do leite, e lactose ou misturas destes. Leite pode ser leite integral, leite
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semi-desnatado e/ou leite desnatado. Soro do leite pode ser soro do leite doce,
e/ou soro do leite acido. Preferivelmente o substrato aquoso a ser fermentado
¢ leite desnatado.

[00052] TIrregularidades de fezes (por exemplo, fezes duras,
volume de fezes insuficiente, diarréia) € um problema importante em muitos
bebés. Verificou-se que problemas de fezes podem ser reduzidos
administrando a presente combinacdo de B. breve ndo viavel e um
oligossacarideo ndo digerivel em um alimento liquido que tem uma
osmolalidade entre 50 e 500 mOsm/kg, mais preferivelmente entre 100 e 400
mOsm/kg.

[00053] Em vista do acima, € também importante que a
composi¢do de alimento liquido ndo tenha uma densidade caldrica excessiva,
entretanto ainda prové calorias suficientes para alimentar o sujeito. Por essa
razdo, o alimento liquido preferivelmente tem uma densidade calorica entre
0,1 e 2,5 kcal/ml, ainda mais preferivelmente uma densidade caldrica de entre
0,4 e 1,2 kcal/ml, mais preferivelmente entre 0,55 e 0,75 kcal/ml.

[00054] A presente nutricio para lactente e crianga na
primeira infancia preferivelmente tem uma viscosidade entre 1 e 60 mPa.s,
preferivelmente entre 1 e 20 mPa.s, mais preferivelmente entre 1 e 10 mPa.s,
mais preferivelmente entre 1 e 6 mPa.s. A baixa viscosidade assegura uma
administracdo adequada do liquido, por exemplo uma passagem adequada
através do buraco de um mamilo. Também essa viscosidade proximamente
assemelha-se a viscosidade de leite humano. Além disso, uma baixa
viscosidade resulta em um esvaziamento gastrico normal e uma melhor
ingestdo de energia, que € essencial para lactentes e/ou criangas na primeira
infincia que necessitam da energia para crescimento e desenvolvimento
otimos. A presente composi¢ao € preferivelmente preparada misturando uma
composi¢do em po compreendendo com dgua. Normalmente a férmula para

lactentes € preparada de tal maneira. A presente inven¢ao deste modo também
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se refere a uma composicao em po envelopada onde referido envelope €
provido com instru¢des para misturar o p6 com uma quantidade apropriada de
liquido, assim resultando em uma composicdo liquida com uma viscosidade
entre 1 e 60 mPa.s.

[00055] A viscosidade do liquido € determinada usando um
physica rheometer mcr 300 (physica messtechnik gmbh, ostfilden, alemanha)
em taxa de corte de 95 s-1 a 20 oc.

[00056] A inclusdao B. breve nao viavel aumenta a vida til
na prateleira de nutricdo para lactente e crian¢ga na primeira infancia em
particular comparada com a nutricdo para lactente e crianga na primeira
infancia compreendendo B. breve viavel. Isso € particularmente vantajoso
para nutri¢do liquida para lactente e crian¢a na primeira infancia. Deste modo
a nutricdo para lactente e crianca na primeira infancia de acordo com a
presente inveng¢do preferivelmente € estdvel na prateleira a temperatura
ambiente durante pelo menos 6 meses, preferivelmente pelo menos 12 meses,
preferivelmente quando a nutri¢do para lactente e crianc¢a na primeira infancia
€ em uma forma pronta para alimentar liquida.

Aplicacoes

[00057] A nutricdo para lactente e crianga na primeira
infancia de acordo com a presente invencdo foi encontrada para ser
particularmente util como uma nutri¢do para bebés nascidos prematuramente,
bebés nascidos maturamente (de parto vaginal bem como criangas de parto de
parto cesariano), criangas que estdo no periodo de adaptacdo a alimento
sOlido, lactentes e/ou crianc¢as na primeira infancia com um risco aumentado
para ou sofrendo de alergia, e/ou lactentes e/ou crianc¢as na primeira infancia
com um risco aumentado para infecc¢oes, tais como lactentes e/ou criangas na
primeira infancia atendidas em centros de cuidado diario, ou sofrendo de
infecgdes. A invengdo € particularmente vantajosa para criangas nascidas de

parto vaginal. A inveng¢do € particularmente vantajosa para criangas de parto
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cesariano uma vez que estas crian¢as t€m uma colonizacdo microbiana
prejudicada do intestino grosso.

[00058] Por essa razdo, a presente Invengdo proveé um
método para prover nutri¢do a um lactente e/ou crian¢a na primeira infancia
humana, referido método compreendendo administrar a lactente e/ou crianga
na primeira infncia a presente composi¢do. Preferivelmente a lactente e/ou
crianga na primeira infancia tem uma idade entre 0 e 36 meses, ainda mais
preferivelmente entre 0 e 18 meses, mais preferivelmente entre 0 e 12 meses.
Em uma forma de realizagdo preferida a presente inven¢ao prové um método
para prover uma nutri¢do a uma crian¢a humana com a idade de 0-12 meses.
Em uma forma de realizagcdo preferida a presente inven¢ao prové um método
para prover nutri¢do a uma crianga humana entre um e trés anos com a idade
de 12-36 meses.

[00059] A presente invengao também prové um método para
estimular a saide de um lactente e/ou crianca na primeira infancia,
compreendendo administrar uma composi¢do compreendendo B. breve nao
viavel e um oligossacarideo ndo digerivel A e/ou B e opcionalmente C a
lactente e/ou crianga na primeira infancia.

[00060] A presente invencdo assim também prové um
método para estimular a saide em um lactente e/ou crian¢a na primeira
infincia compreendendo as etapas a) misturar 1) em um liquido
nutricionalmente ou farmaceuticamente aceitavel particular; e i) uma
composicdo seca, onde a composi¢ao seca II compreende B. breve € um
oligossacarideo ndo digerivel A e/ou B e opcionalmente C, e etapa b)
administrar a composi¢ao obtida na etapa a) a um lactente e/ou crian¢a na
primeira infancia.

[00061] Administracdo de uma nutricdo para lactente
compreendendo B. breve ndo vidvel e um oligossacarideo ndo digerivel

vantajosamente resulta em melhora da microbiota intestinal aumentando os
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nimeros de bactérias produzindo acido latico e/ou diminuindo os nimeros de
bactérias patogénicas e/ou por estimulacio do sistema imune.
Preferivelmente, uma nutricdo para lactente e crian¢a na primeira infancia
compreendendo B. breve ndo viavel e oligossacarideo ndo digerivel A e/ou B
e opcionalmente C € usada em um método para tratamento e/ou prevencgao de
disturbios gastrointestinais e/ou disturbios imune em lactentes e/ou criangas
na primeira infancia, referido método compreendendo administrar referida
composi¢do a um lactente e/ou crianga na primeira infancia.

[00062] Particularmente alergia (mais particularmente
alergia a alimentos), rinite alérgica, hipersensitividade de alimento, dermatite
atopica, isto € eczema alérgico ou atépico, particularmente pele sarnenta
causada por dermatite, conjuntivite alérgica, asma, ofegancia particularmente
causada por asma, diarréia, inflamacdo intestinal, infec¢des, constipagdo,
cOlicas intestinais e/ou colicas, podem ser apropriadamente tratados com a
presente nutricdo. Em uma forma de realizagdo preferida, a presente invengao
prové um método para o tratamento e/ou prevengdo de (alimento) alergia,
rinite alérgica, hipersensitividade de alimento, eczema (isto € dermatite
atopica), asma, diarréia, inflamacao intestinal, e/ou infec¢do. Preferivelmente
a presente inven¢do prové um método para o tratamento e/ou prevengao de
infeccdo e/ou diarréia. Em uma forma de realizacdo preferida, a presente
inven¢do prové um método para o tratamento e/ou preveng¢do de (alimento)
alergia, asma e/ou dermatite atopica. A ocorréncia reduzida dessas doencas €
devido a microbiota melhorada, sistema imune melhorado e/ou translocagao
intestinal de alérgenos através da barreira de intestino. Em uma forma de
realizacdo a composi¢do € usada para melhorar a pele e reduzir a coceira da
pele em um lactente e/ou crian¢a na primeira infancia. Em uma forma de
realizagdo a composi¢do € usada para reduzir ofegancia em um lactente e/ou
crianga na primeira infancia.

[00063] Além disso, a administracdo de uma nutri¢do para
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lactente e crian¢a na primeira infancia compreendendo resisténcia a B. breve
ndo viavel e um oligossacarideo ndo digerivel ao sistema imune. Em uma
forma de realiza¢do, uma nutri¢do para lactente e crian¢a na primeira infancia
compreendendo B. breve ndo viavel e um oligossacarideo ndo digerivel A
e/ou B e opcionalmente C é usada em um método para tratamento ou
prevencdo de infec¢Oes sistémica e/ou respiratorias e/ou inflamagdo em
lactentes e/ou crianc¢as na primeira infancia, referido método compreendendo
administrar referida nutri¢do para lactente a uma crianga e/ou a crianga entre
um e trés anos.

[00064] Preferivelmente uma nutricdo para lactente e crianga
na primeira infancia compreendendo B. breve ndo viavel e um oligossacarideo
ndo digerivel A e/ou B e opcionalmente C é usada em um método para
tratamento ou prevencdo de dermatite de fralda (ou erupg¢des de fralda,
assadura de fraldas, dermatite de fralda), em lactentes e/ou criangas na
primeira infancia, referido método compreendendo administrar referida
nutri¢do para lactente a uma crianga €/ou uma crianga entre um e trés anos.

[00065] Preferivelmente uma nutricdo para lactente e crianga
na primeira infancia compreendendo B. breve ndo viavel e um oligossacarideo
ndo digerivel A e/ou B e opcionalmente C é usada em um método para
tratamento ou prevencdo de codlica e/ou cdlicas abdominais, inchago
abdominal, flatuléncia, dor abdominal, constipa¢do, doen¢a inflamatdria
intestinal, sindrome intestinal irritdvel, e/ou para melhora de mineralizagio de
0ss0, e/ou prevengao de obesidade tardia em vida (particularmente obesidade
central), em lactentes e/ou criangas na primeira infancia, referido método
compreendendo administrar referida nutri¢do para lactente a uma crianga e/ou
a crianga entre um e trés anos.

[00066] Neste documento e em suas reivindicagdes, o verbo
"compreender” e suas conjugagdes € usado em seu sentido ndo limitante para

significar que itens seguindo a palavra sdo incluidos, mas itens nao

Petigdo 870170088872, de 17/11/2017, pag. 38/85



27/31

especificamente mencionados ndo sdo excluidos. Além disso, referéncia a um
elemento pelo artigo indefinido "um" ou "um" ndo exclui a possibilidade de
que mais do que um do elemento estd presente, a menos que O contexto
claramente dite a ocorréncia de um ou apenas um dos elementos. O artigo
indefinido "um" ou "uma" deste modo geralmente significa "pelo menos um".

EXEMPLOS

Exemplo 1:B. breve ndo vidvel tem um efeito anti-alérgico

[00067] Camundongos BALB/c machos (6-8 semanas) foram

obtidos de Charles River (Someren, Holanda). Camundongos foram alojados
individualmente em gaiolas de tipo II com alimento semi-sintético (AING93)
com base na formulacdo de crescimento do American Institute of Nutrition
(1993) e 4gua ambos providos ad libitum. Os camundongos foram divididos
nos grupos de tratamento diferentes A-D (N=6) e cada grupo foi dividido em
dois grupos de 3 animais por grupo. O segundo grupo iniciou com um atraso
de um dia.

[00068] Sensibiliza¢do ativa foi realizada por duas inje¢des
intraperitoneais no dia 0 e dia 7. Os camundongos do grupo de controle
negativo (grupo A) foram sensibilizados com soluc¢do salina tamponada com
fosfato (PBS) contendo 2,25 mg de hidroxido de aluminio e 2,25 de hidréxido
de magnésio como adjuvante (Alum inject, Pierce) em um volume de 100 pl
por inje¢ao de i.p.. Camundongos de outros grupos foram sensibilizados com
10 pg de ovalbumina (OVA) em PBS (0,2 um filtrada) contendo 2,25 mg de
hidréxido de aluminio e 2,25 mg de hidr6xido de magnésio (Alum Imject,
Pierce) em um volume de 100 pl por injecao de i.p..

[00069] Quatro semanas ap0s a ultima inje¢ao (em dia 35, 38
e 41), os camundongos de grupos b, ¢, e d foram expostos durante 20 minutos
a ovalbumina aerossolizada (10 mg/ml) (totalmente 3 vezes um aerossol por
20 minutos). Camundongos de grupo a foram expostos a solucdo salina

aerossolizada. Os aerossois foram gerados com um nebulizador a jato (pari is-
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2, pari-werk gmbh, starnberg, alemanha, tamanho de particula 2-3 microns)
conectado a uma gaiola tipo macrolon em que os camundongos foram
colocados.

[00070] Iniciando no dia 28 e terminando no dia 42, os
camundongos foram tratados oralmente cada dia: camundongos de grupo a e
b receberam 200 uL de nacl/dia. camundongos de grupo ¢ receberam 109 cfu
de Bifidobacterium breve m16-v em 200 uL. de solug¢do salina e camundongos
de grupo d receberam a mesma quantidade de bactérias como em grupo ¢ com
a diferenca que foi desativado por calor durante 10 minutos a 90°.
Composi¢io ¢ compreendeu menos do que 103 cfu B. breve viva por grama
de peso seco (isto € abaixo do limite de deteccdo). Composicdo ¢
compreendeu B. breve inativada em uma quantidade equivalente a 109 cfu B.
breve.

[00071] No dia 41, a espessura de ouvido basal foi
determinada usando um paquimetro carregado por mola (Mitutoyo,
Veenendaal, Holanda). Subsequentemente, os camundongos foram desafiados
injetando 20 ul de OVA (40 pug/ml em PBS) intracutaneamente na auricula da
orelha de ambos os ouvidos apds animais serem anestesiados por isoflurano,
0, e N,O. Medi¢oes duplas de ambos os ouvidos foram tomadas antes e 1, 6 €
24 horas apos o desafio de OV A sob anestesia dos animais

[00072] Os resultados sao mostrados na tabela 1.

[00073] O controle negativo mostrou um aumento de
espessura de ouvido de cerca de 20% comparado ao controle positivo, que foi
configurado a 100%. Tratamento com B. breve viavel mostrou apenas um
aumento de 45% de espessura de ouvido. Isto indica uma reduc¢do da reagao
alérgica de cerca de 70% comparado ao controle positivo e negativo. B. breve
ndo viavel resultou em um aumento de 60 % de espessura de ouvido. Isto
indica uma reducdo da reacdo alérgica de cerca de 52 % comparada ao

controle positivo e negativo. Estes resultados sdo indicativos de um efeito de
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melhora anti-alérgica e/ou imune com B. breve ndo vidvel em uma extensao
comparavel (cerca de 75%) de células B. breve viaveis. Isso € surpreendente
uma vez que a B. breve inativada ndo € esperada para ter tal efeito uma vez
que ndo pode ter um efeito através de melhora da flora.

Tabela 1: Porcentagem de aumento de espessura de ouvido devido a reagao

alérgica a ovalbumina em camundongos balb/c.

Grupo de tratamento de | Aumento relativo do ouvido | Redugdo relativa em
camundongos em % (s.e.) reacdo alérgica em %
Grupo A, Controle negativo | 20,49 (9,83) 100

Grupo B, Controle positivo 100 (6,86) 0

Grupo C, tratamento com B. | 45,13 (8,64)* 69

breve viva

Grupo D, tratado com B. | 58,60 (13,12)* 52

breve ndo viavel

*p < 0,05 comparado a controle positivo.

Exemplo 2A combinacdao de B. breve nao viavel e oligossacarideos nao

digeriveis tem um efeito anti-alérgico aumentado comparado aos

componentes simples.

[00074] Camundongos CH3/HeOuJ (3-5 semanas) foram

obtidos de Charles River. Camundongos foram alojados individualmente em
gaiolas tipo II com alimento livre de proteina de leite de vaca semi-sintética e
agua ambas providas ad libitum. Os camundongos foram divididos nos grupos
de tratamento diferentes A-E (N=6) por 2 semanas. Os grupos de tratamento
diferentes A-E (N=6) foram um grupo de controle negativo (grupo A), um
grupo de controle positivo (Grupo B), um grupo recebendo 2*10° CFU de
Bifidobacterium breve M16-V, desativado por calor por 10 minutos a 90 °C,
por g de dieta (grupo C), um grupo recebendo 20 mg de oligossacarideos nao
digeriveis (TOS (derivado de Vivinal GOS, Borculo Domo) e IcFOS (Raftilin
HP, Orafti) em uma relacdo em peso/peso de 9/1 por g de dieta (Grupo D), e
um grupo recebendo tanto B. breve inativada por calor como oligossacarideos
nao digeriveis (Grupo E). A dieta de grupo C e D compreende deste modo B.
breve inativada em uma quantidade equivalente a 2*10° CFU por g de dieta.

A composi¢do compreende menos do que 1.10° cfu de B. breve vivalg de
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dieta (que € abaixo do limite de detec¢ao).

[00075] Sensibilizacdo ativa foi realizada por sonda
intragastrica no dia 14, 21, 28, 35, 42 ¢ 49 com 0,5 ml de proteina de soro do
leite (DMV International, Veghel, 40 mg de proteina do soro do leite /ml
PBS, com toxina de cdlera, 20 ug/ml de PBS, como um adjuvante.) Os
camundongos do grupo de controle negativo (grupo A) foram sensibilizados
com PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) contendo toxina de colera
como adjuvante.

[00076] No Dia 54, Os Camundongos De Grupos A, B, C, D
E E Foram Desafiados Com Injecdo intradérmica de 20 uL. de proteina de
soro do leite (0,5 mg de proteina/ml pbs) na auricula esquerda da orelha. No
ouvido direito como uma pbs de controle foi injetada. Espessura De Ouvido
Foi Medida Em Duplicata Usando Um Micrometro Digital (Mitutuyo,
Veenendaal) a t=0 e t=1. a t=0 e ouvido direito de controle aumentando foi
subtraido da espessura medida no ouvido esquerdo a t=1.

[00077] Os resultados sao mostrados na tabela 2. O controle
negativo mostrou um aumento de espessura de ouvido de 36,0 um
(configurado a 0%) comparado ao controle positivo, 159,9 um, que foi
configurado a 100%. Tratamento com B. breve ndo vidvel mostrou apenas um
aumento de espessura de ouvido de 116,0 um. Isso indica uma reducdo da
reacao alérgica de cerca de 35% comparado ao controle positivo e negativo. O
uso de oligossacarideos ndo digeriveis resultou em um aumento de 103,8 um
de espessura de ouvido. Isso indica uma reducdo da reagdo alérgica de cerca
de 45 % comparado ao controle positivo e negativo. A combinagdo de B.
breve ndo viavel e oligossacarideos ndo digeriveis resultaram em um aumento
de espessura de ouvido de apenas 80,4. Isto indica uma redu¢do melhorada
inesperada de reacdo alérgica de 64% comparado ao controle positivo e
negativo.

Tabela 2: Aumento médio de espessura de ouvido devido a reac¢do alérgica a

Petigdo 870170088872, de 17/11/2017, pag. 42/85



31/31

proteina de soro do leite em camundongos.

Grupo de tratamento de | Aumento do ouvido em pum | Redugdo relativa em
camundongos (s.e.) reagdo alérgica em %
Grupo A, Controle negativo | 36,0 (5,7)* 100

Grupo B, Controle positivo | 159,9 (12,2) 0

Grupo C, tratamento com B. | 116,0 (12,2)* 35

breve ndo vidvel

Grupo E, tratado com B. | 80,4 (10,8)* 64

breve  ndao  vidvel e

prebidticos

*p < 0,05 comparado a controle positivo.

[00078] Estes resultados sao

indicativos de um efeito

melhorado inesperado com a combinag¢do de oligossacarideos ndo digeriveis e

B. breve nao viavel comparados aos componentes simples. Isso € inesperado,

uma vez que a B. breve inativada nao pode metabolizar os oligossacarideos

nao digeriveis.

Exemplo 3: Leite liquido para crianca entre um e trés anos com B. breve

[00079] Um leite de crescimento liquido pronto para beber

compreendendo por 100 ml:

- 67 kcal

- 1,9 g proteina (proteina de leite de vaca)

- 8,1 g carboidratos digeriveis (de que 7,8 g lactose)

- 3,0 g gordura

- 0,8 g oligossacarideos nao digeriveis:

0,72 galacto-oligossacarideos derivados de Vivival GOS

0,08 g frutano derivado de RaftilinHP

- 5,10° cfu equivalente de Bifidobacterium breve ndo viavel

por aquecimento

pH cerca de 6,7
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REIVINDICACOES

1. Composigdo para lactente e/ou crianga na primeira infancia,

caracterizada pelo fato de compreender:

-um oligossacarideo ndo digerivel A e um oligossacarideo nao
digerivel B, cada um tendo um grau de polimeriza¢do de 2 a 200, em que o
um oligossacarideo nao digerivel A € um transgalacto-oligossacarideo e o
oligossacarideo nao digerivel B é um fruto-oligossacarideo, e em que a razao
em peso entre o oligossacarideo ndo digerivel Ae B é de 19/1 a 1/19, e

-Bifidobacterium breve ndo viavel selecionado da cepa M-16V
e cepa [-2219 em uma quantidade equivalente a 10°> a 10"*cfu de B. breve por
g de peso seco da composi¢ado para lactente e/ou crianga na primeira infancia,
e compreendendo uma quantidade de Bifidobacterium breve viavel menor do
que 10° cfu B. breve por g de peso seco da composi¢do para lactente e/ou
crianga na primeira infancia.

2. Composicdo para lactente e/ou crianga na primeira infancia

de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de estar em uma
forma liquida pronta para consumo.
3. Composi¢ao para lactente e/ou crianga na primeira infancia

de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de ainda

compreender uma fonte de proteina extensivamente e/ou parcialmente
hidrolisada.
4. Composicao para lactente e/ou criang¢a na primeira infancia

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes, caracterizada

pelo fato de ser uma composi¢ao nao fermentada para lactente e/ou crianga na
primeira infancia.
5. Composi¢ao para lactente e/ou crianga na primeira infancia

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes, caracterizada

pelo fato de que o pH da composicao esti entre 6 e 8.

6. Composi¢ao para lactente e/ou crianga na primeira infancia
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de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes, caracterizada

pelo fato de que o grau de polimerizacdo do oligossacarideo A € pelo menos 5
unidades de monossacarideo menor do que o grau de polimeriza¢cdo do
oligossacarideo B.

7. Composi¢ao para lactente e/ou crianga na primeira infancia

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes, caracterizada

pelo fato de compreender 0,5 a 10 % em peso de oligossacarideo nao
digerivel com base no peso seco da composi¢do para lactente e/ou crian¢a na
primeira infancia.

8. Composi¢ao para lactente e/ou crianga na primeira infancia

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes, caracterizada

pelo fato de ainda compreender acido eicosapentandico (EPA) e/ou acido
docosahexandico (DHA), e/ou acido araquidonico (ARA).
9. Composi¢ao para lactente e/ou crianga na primeira infancia

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes, caracterizada

pelo fato de ainda compreender entre 5 e 50 en % lipideo, entre 5 e 50 en %
proteina, entre 15 € 90 en % carboidrato.
10. Uso de um oligossacarideo nao-digerivel e de

bifidobactéria ndo vidvel, caracterizado pelo fato de ser para a fabricacdo de

uma composi¢do para lactente e/ou crian¢a na primeira infancia conforme
definida em qualquer uma das reivindicacoes precedentes, em que a
composi¢dao € para prover nutricdo a um lactente e/ou crianga na primeira
infancia.

11. Uso de uma composi¢do para para lactente e/ou crianga na
primeira infancia como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1-9,

caracterizado pelo fato de ser para a fabricacdo de uma composi¢do para

tratamento e/ou prevencao de alergia, preferivelmente alergia a alimentos e/ou

doencgas atdpicas incluindo eczema e/ou asma.

Petigdo 870170088872, de 17/11/2017, pag. 45/85



