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DESCRIPCION
Producto que contiene un probidtico inactivado para bebés
Referencia cruzada a patentes y solicitudes de patente relacionadas

Esta solicitud es una solicitud de patente no provisional y reivindica la prioridad de la solicitud provisional de patente
de EE.UU. N° 60/904.122, presentada en 28 de febrero de 2007.

Antecedentes de lainvencion

(1) Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a un producto que contiene al menos un probidtico inactivado y a su
utilizacion.

(2) Descripcidn de la técnica relacionada

La respuesta inflamatoria es un intento del cuerpo de restaurar y mantener la homedstasis tras la invasion por un
agente infeccioso, ataque antigénico, o dafio fisico, quimico o traumatico. La inflamacion localizada esta contenida
en una regioén especifica y puede presentar sintomas variables, incluyendo rojez, hinchazén, calor y dolor.

Aunque la respuesta inflamatoria se considera generalmente una respuesta saludable a la lesion, el sistema
inmunitario puede presentar una respuesta fisiolégica indeseable si no se regula apropiadamente. En esta situacion,
el sistema inmunitario del cuerpo, normalmente protector, causa dafios a su propio tejido, tratando el tejido sano
como si estuviese infectado o fuese anormal.

Alternativamente, si existe una lesion, la respuesta inflamatoria puede ser desproporcionada con la amenaza que
causa la lesion. Cuando esto ocurre, la respuesta inflamatoria puede causar mas dafio al cuerpo que el que habria
producido la propia sustancia.

Se ha descubierto que la respuesta inflamatoria consiste en parte en una expresién incrementada tanto de
citoquinas proinflamatorias como antiinflamatorias. Las citoquinas son proteinas biolégicamente activas de bajo peso
molecular, implicadas en la coordinacién de las respuestas inmunolégicas e inflamatorias y la comunicacion entre
poblaciones de células inmunolégicas especificas. Diversos tipos celulares producen citoquinas durante las
reacciones inflamatorias, incluyendo neutrofilos, monocitos vy linfocitos.

Existen multiples mecanismos por los que las citoquinas generadas en los sitios inflamatorios influencian la
respuesta inflamatoria. Si una respuesta proinflamatoria no se contrarresta con éxito por las citoquinas
antiinflamatorias, sin embargo, se puede producir una inflamacion sistémica incontrolada.

En contraste con la inflamacién localizada, la inflamacién sistémica se extiende ampliamente a través del cuerpo.
Este tipo de inflamacién puede incluir inflamacion localizada en sitios especificos, pero también puede estar
asociada con sintomas de tipo gripal, incluyendo fiebre, tiritonas, fatiga o falta de energia, dolores de cabeza,
pérdida de apetito y rigidez muscular. La inflamacién sistémica puede conducir a la degradacion, catabolismo e
hipermetabolismo de proteinas. Como consecuencia, la estructura y funcion de drganos esenciales, como el
musculo, corazoén, sistema inmunoldgico e higado pueden estar comprometidas y pueden contribuir al fallo
multiorganico y a mortalidad. Jeschke, et al., Insulin Attenuates the Systemic Inflammatory Response to Thermal
Trauma, Mol. Med. 8(8): 443-450 (2002). Aunque se han logrado enormes progresos en la comprension de los
mecanismos de la inflamaciéon sistémica, la tasa de mortalidad debida a esta alteracion permanece
inaceptablemente alta.

Las infecciones del tracto respiratorio son extremadamente comunes, especialmente entre los bebés. En el primer
afio de vida, los bebés son proclives a infecciones recurrentes del tracto respiratorio, experimentando
frecuentemente entre tres y seis infecciones solo durante ese afio. Aproximadamente el 6% de los bebés de menos
de un afio de edad son hospitalizados por infecciones del tracto respiratorio inferior cada afo sélo en Estados
Unidos.

Las infecciones respiratorias y sus sintomas pueden variar desde leves hasta graves, dependiendo del tipo de virus
y de la localizacién de la infeccion. Las infecciones respiratorias superiores se manifiestan frecuentemente como
resfriados comunes, causando inflamacién e hinchazon del revestimiento de la nariz, garganta y senos. La influenza,
normalmente conocida como gripe, es una infeccion virica muy contagiosa del tracto respiratorio superior. Los
sintomas de la gripe incluyen fiebre, tiritonas, dolor de cabeza, dolores musculares, mareo, tos, inflamacion de
garganta, goteo nasal, nduseas y diarrea. Otra infeccion del tracto respiratorio superior, el crup, produce una tos muy
profunda y diversos grados de dificultad respiratoria, principalmente al inhalar.

Las infecciones del tracto respiratorio inferior se consideran generalmente mas graves que las infecciones
respiratorias superiores. El virus sincitial respiratorio (RSV) es la causa mas frecuente de infecciones del tracto
respiratorio inferior en bebés y nifios menores de cuatro afios, Van Woensel, J., et al., Viral Lower Respiratory Tract
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Infection in Infants and Young Children, BMJ 327:3640 (2003). Este es un virus tan comun que virtualmente todos
los nifios han sido infectados con RSV a la edad de tres afos. En la mayoria de los bebés y nifios, RSV es una
infeccidn respiratoria leve que es indistinguible de un resfriado comun. Normalmente produce congestion nasal, flujo
nasal y tos.

La proteccion frente al RSV implica respuestas de células T y B y respuestas de anticuerpos (IgM, 1gG e IgA), asi
como oftras respuestas del sistema inmunolégico que se activan mediante infecciones viricas y bacterianas. Se ha
sugerido una conexion entre la infeccion por RSV en la infancia y el desarrollo de sibilancia, asma y atopia mas tarde
durante la infancia. Por tanto, la limitacion de las infecciones por RSV podria evitar complicaciones respiratorias
graves que se prolonguen en la infancia.

La bronquitis es una infeccién respiratoria inferior que afecta a los tubos bronquiales, produciendo estrechamiento e
hinchazén debidos a la inflamacién virica. La bronquiolitis es similar a la bronquitis, pero se produce principalmente
en bebés. Es una inflamaciéon de los tubos de calibre inferior de la red de ramificaciones de los bronquios. La
infeccion produce respiracion dificultosa, tos frecuente y dramatica y sibilancia y puede requerir hospitalizacién.

La infeccion respiratoria inferior que es probablemente la mas grave para bebés es la neumonia. La neumonia se
produce por una infeccion en los alvéolos, haciendo que se rellenen de fluido, frecuentemente de naturaleza
purulenta y espesa, que interfiere con el intercambio adecuado de didxido de carbono. La gravedad de la neumonia
dependera de la cantidad de tejido pulmonar implicado.

La mayoria de las infecciones superiores e inferiores se producen por virus para los que no esta disponible
actualmente ninguna prevencién o tratamiento especifico. Algunas infecciones respiratorias, incluyendo la influenza,
se pueden prevenir con una vacunaciéon. Sin embargo, incluso cuando las vacunaciones se desarrollan para
infecciones respiratorias especificas, son caras y no estan disponibles universalmente. De forma similar, los
farmacos para tratar estas infecciones tienen una disponibilidad limitada y son caros. Por tanto, seria Ctil
proporcionar un método no medicinal para el tratamiento o prevencion de infecciones respiratorias en bebés.

Las infecciones del tracto respiratorio frecuentes estan asociadas a menudo con la otitis media aguda (AOM),
también conocida como infeccion del oido medio. La AOM se caracteriza por una inflamacién aguda, de duracion
corta y con fluido en el oido medio. La AOM puede estar acompafada por rinitis, tos, fiebre, inflamacion de garganta,
dolor de oido, hipoacusia, falta de descanso, irritabilidad, pérdida de apetito, vomitos o diarrea. La otorrea purulenta
a través de una membrana timpanica perforada también se considera que constituye AOM.

El cincuenta por ciento de los nifios han tenido al menos un episodio de AOM alrededor del afio de edad. El ochenta
por ciento de los nifios han tenido al menos un episodio alrededor de su tercer cumpleafios. Entre uno y tres afios, el
35% de los nifios habran tenido episodios recurrentes de AOM.

La AOM puede estar causada por virus o bacterias. Las cepas bacterianas mas comunes que pueden causar AOM
son Streptococcus pneumoniae (35% de casos), Haemophilus influenzae (30% de casos) y Moraxella catarrhalis
(10% de casos). Debido a que las cepas bacterianas causan frecuentemente la infecciéon, la AOM se ftrata
normalmente mediante la administracién de antibidticos. De hecho, se escriben mas prescripciones de antibiéticos
para AOM que para cualquier otra enfermedad en la infancia.

A menudo, el que la respuesta de citoquina sea pro o antiinflamatoria depende del equilibrio de microorganismos
individuales que colonicen el lumen intestinal en cualquier momento particular. Se sabe que la superficie mucosa del
tracto intestinal esta colonizada por una coleccion de microorganismos enormemente grande, compleja y dinamica.
La composicion de la microflora intestinal varia a lo largo del tracto digestivo, asi como en diferentes microhabitats,
como la capa mucosa epitelial, la capa mucosa profunda de las criptas, y la superficie de las células epiteliales de la
mucosa. La colonizacién especifica depende de factores externos e internos, incluyendo moléculas disponibles
luminalmente, calidad del mucus e interacciones microbio-hospedador y microbio-microbio. Murch, S. H., Toll of
Allergy Reduced by Probiotics, Lancet, 357:1057-1059 (2001).

Estos microorganismos, que constituyen la microflora del intestino, estan implicados activamente en la respuesta
inmunoldgica. Interaccionan con el epitelio en condiciones de relaciones beneficiosas mutuas para ambas partes
(simbiosis) o en condiciones de beneficio sdlo para una parte, sin ser nocivas para la otra (comensalismo). Hooper,
et al., How Host-Microbial Interactions Shape the Nutrient Environment of the Mammalian Intestine, Annu. Rev. Nutr.
22:283-307 (2002). De hecho, estan apareciendo evidencias considerables que muestran una fuerte interaccién o
interferencia entre la microflora intestinal y la poblacién diversa de células en la mucosa intestinal. Bourlioux, et al.,
The Intestine and its Microflora are Partners for the Protection of the Host: Informe en the Danone Symposium "The
Intelligent Intestine”, llevado a cabo en Paris, Jun. 14, 2002, Am. J. Clin. Nutr. 78:675 (2003); Hooper, L. V. &
Gordon, J. I., Commensal Host-Bacterial Relationships in the Gut, Sci. 292:1115 (2001); Haller, et al., Non-
Pathogenic Bacteria Elicit a Differential Cytokine Response by Intestinal Epithelial Cell/Leucocyte Co-Cultures, GUT
47:79 (2000); Walker, W. A., Role of Nutrients and Bacterial Colonization in the Development of Intestinal Host
Defense, J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 30:S2 (2000). Adicionalmente, se ha demostrado que la microflora intestinal
provoca respuestas inmunolégicas especificas, tanto a nivel local como sistémico en adultos. . Isolauri, E., et al.,
Probiotics: Effects on Immunity, Am. J. Clin. Nutr. 73:444S-50S (2001).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 388 198 T3

Se sabe que la microflora intestinal en bebés esta mucho menos desarrollada que la de un adulto. Mientras que la
microflora del humano adulto consiste en mas de 10" microorganismos y cerca de 500 especies, siendo algunas
nocivas y algunas beneficiosas, la microflora de un bebé contiene sélo una fraccidon de estos microorganismos, tanto
en numero absoluto como en diversidad de especies. Los bebés nacen con un intestino estéril, pero adquieren flora
intestinal desde el canal del parto, su medio inicial, y lo que ingieren. Debido a que la poblaciéon de la microflora
intestinal es muy inestable en la vida neonatal temprana, a menudo es dificil para el intestino del bebé mantener el
delicado equilibrio entre las bacterias nocivas y beneficiosas, reduciendo por tanto la capacidad del sistema
inmunoldgico de funcionar normalmente.

Es especialmente dificil para bebés alimentados con preparados para lactantes mantener este equilibrio, debido a
las diferencias entre las especies bacterianas en el intestino de un bebé alimentado con preparados para lactantes o
con leche materna. Las deposiciones de bebés alimentados con leche materna contienen predominantemente
Bifidobacterium, siendo Streptococcus y Lactobacillus los contribuidores menos comunes. En contraste, la microflora
de los bebés alimentados con leche artificial es mas diversa, conteniendo Bifidobacterium y Bacteroides, asi como
especies mas patégenas, Staphylococcus, Escherichia coli y Clostridia. Las variadas especies de Bifidobacterium
también difieren en las deposiciones de bebés alimentados con leche materna y con preparados para lactantes. Se
han propuesto diversos factores como causa de la diferente flora fecal de bebés alimentados con leche materna y
preparados para lactantes, incluyendo el contenido inferior y la composicion diferente de proteinas en la leche
humana, un contenido de fésforo inferior en la leche humana, la gran variedad de oligosacaridos en la leche humana
y los numerosos mediadores humorales y celulares de la funcién inmunoldgica en la leche materna. Agostoni, et al.,
Probiotic Bacteria in Dietetic Products for Infants: A Commentary by the ESPGHAN Committee on Nutrition, J.
Pediatr. Gastro. Nutr. 38:365-374 (April 2004).

Debido a que la microflora de los bebés alimentados con preparados para lactantes es tan inestable y la microflora
del intestino participa ampliamente en la estimulacién de la inmunidad del intestino, los bebés alimentados con
preparados para lactantes son mas propensos a desarrollar enfermedades inflamatorias. Muchas de las
enfermedades principales que afectan a los bebés, incluyendo la enfermedad pulmonar cronica, leucomalacia
periventricular, meningitis neonatal, hepatitis neonatal, sepsis y enterocolitis necrotizante, son de naturaleza
inflamatoria. Dependiendo de la enfermedad particular, la inflamacién asociada puede producirse en un 6rgano
especifico, como el pulmon, cerebro, higado o intestino, o la inflamacién puede ser verdaderamente de naturaleza
sistémica.

Por ejemplo, la enfermedad pulmonar cronica hace que los tejidos internos de los pulmones se inflamen, mientras
que la meningitis neonatal implica inflamacion de los revestimientos del cerebro y la espina dorsal. La leucomalacia
periventricular esta causada por afio inflamatoria en el area periventricular del cerebro en desarrollo. La enterocolitis
necrotizante causa inflamacion del intestino que puede producir la destruccién de parte o todo el intestino, y la
hepatitis neonatal implica la inflamacion del higado que se produce en la infancia temprana. La sepsis, también
conocida como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, es una enfermedad grave causada por una infeccion
incontenible del torrente sanguineo por bacterias productoras de toxinas. En esta enfermedad, los patégenos en el
torrente sanguineo provocan una respuesta inflamatoria a lo largo de la totalidad del cuerpo.

Los bebés prematuros y criticamente enfermos también representan un serio reto en términos de desarrrollar la
inmunidad intestinal y evitar la inflamacién sistémica. Los bebés prematuros o criticamente enfermos son colocados
a menudo inmediatamente en incubadoras estériles, en las que permanecen sin exposicion a las poblaciones
bacterianas a las que se expondria normalmente un bebé sano, nacido a término. Esto puede retrasar o dificultar el
proceso natural de colonizacion. Estos bebés son tratados también frecuentemente con antibidticos de amplio
espectro, que matan a las bacterias comensales que intentan colonizar el tracto intestinal del bebé. Adicionalmente,
estos bebés son nutridos frecuentemente por medio de preparados para lactantes, mas que por leche materna.
Cada uno de estos factores hace que la microflora intestinal del bebé no se desarrolle adecuadamente, causando
asi o precipitando la inflamacion sistémica con peligro para la vida.

En los ultimos afios, se ha sugerido la complementacidon de bacterias probidticas en la dieta de los bebés
alimentados con preparados para lactantes, a fin de fomentar la colonizacién del intestino con microorganismos
beneficiosos. Las bacterias probiéticas son organismos vivos que ejercen efectos beneficiosos sobre la salud del
hospedador. Fuller, R. Probiotics in Man and Animals, J. Appl. Bacteriol. 66: 365-78 (1989).

Aunque que las bacterias probidticas viables pueden ser efectivas en la normalizacion de la microflora del intestino,
ha habido muy pocos estudios publicados valorando su seguridad en bebés prematuros e inmunosuprimidos. Estas
poblaciones especiales tienen una barrera de defensa intestinal inmadura que incrementa el riesgo de translocacion
de bacterias luminales, causando un potencialmente elevado de infecciones. En muchos casos los probiéticos
viables no se recomiendan para pacientes inmunosuprimidos, pacientes poscirugia cardiaca, pacientes con
disfuncion pancreatica o pacientes con sangre en las heces. Se ha descrito al menos una muerte debida a
complementacion probiética en un individuo inmunosuprimido. MacGregor G., et al. Yoghurt biotherapy:
contraindicated in immunosuppressed patients? Postgrad Med J. 78: 366-367 (2002).

WO02006/113034 describe el tratamiento de la inflamacién sistémica en un bebé alimentado con preparados para
lactantes, mediante la administracion de una composicion que comprende Lactobacillus rhamnosus vivo, en
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combinacién con un acido graso poliinsaturado de cadena larga.

WO02004/069156 describe el uso de composiciones que comprenden bacterias probidticas inactivadas, incluyendo
Lactobacillus rhamnosus, para tratar enfermedades inflamatorias, incluyendo inflamacién gastrointestinal y/o
inflamacion estimulada por antigeno/alérgica.

Por tanto, para pacientes inmunosuprimidos o bebés prematuros, seria util proporcionar un complemento no viable
que pueda tratar o evitar la inflamacion sistémica. Una alternativa no viable a los probidticos activos o viables puede
presentar ventajas adicionales como una vida de almacenamiento mas larga. Los probiéticos activos o viables son
sensibles al calor, humedad y luz, e idealmente deberian refrigerarse para mantener la viabilidad. Incluso con estas
precauciones, la vida de almacenamiento de un probidtico tipico es relativamente corta. Una alternativa no viable a
los probidticos vivos, solventaria la necesidad de refrigeracion y proporcionaria un producto con una vida de
almacenamiento mas larga. El producto se podria distribuir, por tanto, a regiones del mundo sin refrigeracion
facilmente disponible. Una alternativa no viable a los probidticos proporcionaria adicionalmente menos riesgo de
interaccion con otros componentes alimentarios, como la fermentacion y los cambios en el sabor, textura y frescura
del producto. Consecuentemente, seria ventajoso proporcionar un método para reducir o prevenir la inflamacion
sistémica en bebés alimentados con preparados para lactantes, que comprenda la administracion de probiéticos
inactivados.

Sumario de la invencién

En resumen, por tanto, la presente invencion se refiere a un nuevo producto que comprende al menos un probiético
inactivado, en el que el probiético es no viable pero los componentes celulares del probidtico mantienen atributos
reactivos biolégicos iguales o similares a los de las células viables o no inactivadas del probidtico.

Asi mismo, se describe un método de utilizacién de una o méas cepas inactivadas de probidticos para ventajas
reactivas bioldgicas iguales o similares a las del probidtico viable o vivo.

Asi mismo, se describe un método para tratar, prevenir o reducir la inflamacién sistémica y/o respiratoria en un
sujeto, comprendiendo dicho método la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un probidtico inactivado, en el que el probidtico en su forma viable es util para tratar, prevenir o reducir tal
inflamacion sistémica y/o respiratoria en un sujeto.

Asi mismo, se describe un método para tratar, prevenir o reducir la inflamacién respiratoria en un sujeto,
comprendiendo dicho método la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un
probidtico inactivado, en el que el probidtico en su forma viable es util para tratar, prevenir o reducir tal inflamacion
respiratoria en un sujeto.

Asi mismo, se describe un método para prevenir o reducir la liberacion sistémica de una o mas citoquinas o
quimioquinas proinflamatorias en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion al sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos un probidtico inactivado.

Asi mismo, se describe un método para tratar, prevenir o reducir la inflamacion sistémica en un sujeto,
comprendiendo dicho método la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un
probidtico inactivado, en combinaciéon con al menos un acido graso poliinsaturado de cadena larga (LCPUFA) y/o al
menos un probidtico viable. En realizaciones particulares, el LCPUFA puede ser acido docosahexaenoico (DHA) o
acido araquiddnico (ARA).

Entre las diversas ventajas encontradas que se pueden lograr mediante la presente invencion, esta el que puede
reducir o evitar las inflamaciones sistémicas o respiratorias. La invencién puede reducir también la inflamacién del
higado, plasma, pulmones e intestino. Adicionalmente, la invencion reduce o evita la liberacién de varias citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias, incluyendo interleuquina-18 (IL-1B), IL-8, CINC-1 y las concentraciones de oncogén
relacionado con el crecimiento (GRO/KC). Debido a que la presente invencién se puede usar para mejorar los
estados inflamatorios, también puede evitar el establecimiento de infecciones o enfermedades deletéreas.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprension mas completa de la presente invencién, se hace referencia ahora a las siguientes
descripciones, tomadas conjuntamente con los dibujos que las acompafan.

La Figura 1 ilustra el efecto de probiéticos activos e inactivados sobre la produccién del péptido quimioatrayente-1
(CINC-1) de neutrdfilos inducidos por citoquina en el higado, usando el ensayo de inmunoabsorcion ligada a
enzimas (ELISA). Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) inactivado, un probiotico inactivado ejemplificante, esta
marcado como “LGG termotratado”.

La Figura 2 ilustra el efecto de probidticos activos e inactivados sobre la produccion del péptido CINC-1 en el
plasma, usando ELISA. LGG inactivado estd marcado como “LGG termotratado”.
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La Figura 3 ilustra el efecto de probidticos activos e inactivados sobre la produccion del péptido CINC-1 en el
pulmén, usando ELISA. LGG inactivado esta marcado como “LGG termotratado”.

La Figura 4 ilustra el efecto de probidticos activos e inactivados sobre la produccién de oncogén relacionado con el
crecimiento (GRO/KC) en el higado, usando un ensayo multiplex de citoquina. LGG inactivado esta marcado como
“LGG termotratado™.

La Figura 5 ilustra el efecto de probidticos activos e inactivados sobre la produccién de GRO/KC en el pulmon,

usando un ensayo multiplex de citoquina. LGG inactivado esta marcado como “LGG termotratado™.

La Figura 6 ilustra el efecto de probidticos activos e inactivados sobre las concentraciones de interleuquina-13 (IL-
18) en el higado, usando un ensayo multiplex de citoquina. LGG inactivado esta marcado como “LGG termotratado”.

Descripcidn detallada de las realizaciones preferidas

A continuacién se hara referencia en detalle a las realizaciones de la invencién, uno o mas ejemplos de las cuales se
exponen mas adelante. Cada ejemplo se proporciona como medio de explicaciéon de la invencién, no como una
limitacion de la invencion. De hecho, sera evidente para los expertos en la materia que se pueden realizar varias
modificaciones y variaciones en la presente invencion sin apartarse del alcance de la invencion. Por ejemplo, se
pueden usar caracteristicas ilustradas o descritas como parte de una realizacion en otra realizacién, produciendo
otra realizacion adicional.

Por tanto, se pretende que la presente invencion cubra modificaciones y variaciones tales que se incluyan en el
alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros objetos, caracteristicas y aspectos de la presente invencion se
describen o son obvios partiendo de la siguiente descripcion detallada. El experto en la materia tendra que
comprender que la presente discusion es sélo una descripcion de realizaciones ejemplares, y no se considera que
limite los aspectos mas amplios de la presente invencion.

En la presente invencidon se usan las siguientes abreviaturas: LGG, lactobacillus rhamnosus GG; ICPUFA, acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga; LPS, lipopolisacarido; IL, interleuquina; CINC-1, quimioatrayente-1 de
neutrofilos inducidos por citoquinas; GRO/KC, oncogén relacionado con el crecimiento; ELISA, ensayo con
sustancias inmunoabsorbentes unidas a enzimas; RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa-transcripcion
inversa: ANOVA, analisis de varianza; SD, desviacion estandar; RMS, sustituto de leche de rata; TLRs receptores de
tipo toll (“toll-like receptors”); factor nuclear kappa B, NF-kB; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido
docosahexaenoico; ARA, acido araquidénico.

Los TLRs son una familia de receptores de reconocimiento de vertebrados. Han evolucionado como moleculas clave
en la inmunidad innata y adaptativa. Juegan un papel crucial en el reconocimiento de componentes microbianos
conservados. Los componentes de la pared celular, DNA, y RNA bicatenario de un organismo son reconocidos
aparentemente por diferentes TLRs. Estos componentes derivados de bacterias (bien sea LPC, peptidoglicano o
DNA CpG) son ligandos TLR naturales que conservan propiedades inmunomoduladoras fuertes en ausencia de las
consecuencias patdgenas que resultarian tipicamente de la proliferacion bacteriana normal (diarrea, destruccion de
tejidos, inflamacion sistémica, permeabilidad de barrera). Los componentes bacterianos actuan tipicamente sobre la
respuesta inmunoldgica adaptativa, mientras que las bacterias son sensibilizadas por la respuesta inmunolégica
innata.

El término “probidtico” significa un microorganismo vivo, activo o viable, que ejerce efectos beneficiosos sobre la
salud del hospedador.

El término “prebidtico” significa un ingrediente alimentario no digerible, que estimula el crecimiento y/o actividad de
los probidticos.

Segun se usa aqui, el término “tratar” significa mejorar, aliviar o remediar una enfermedad, alteracion o sintoma de
una enfermedad o estado.

El término “reducir” significa disminuir en extension, cantidad o grado.

El término “prevenir” significa detener o impedir una enfermedad, alteracion o sintoma de una enfermedad o estado
a través de alguna accion.

El término “sistémico”, segun se usa aqui, significa relacionado con el cuerpo entero o que afecta al mismo.

Los términos “infeccion respiratoria” o “enfermedad respiratoria” significan una enfermedad o infeccion que afecta al
grupo de drganos responsables de llevar el oxigeno del aire al torrente circulatorio y de expeler el didxido de
carbono.

Los términos “probidtico inactivado” o “LGG inactivado” significan que la actividad metabdlica interna o la capacidad
reproductiva del probiético u organismo LGG, se ha reducido o destruido. El “probiético inactivado” o “LGG
inactivado”, se cree que mantiene todavia, a nivel celular, al menos una parte de sus ligandos TLR naturales, que a
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su vez mantienen al menos una parte de sus propiedades inmunomoduladoras. Segun se usa aqui, el término
“inactivado” es sindnimo de “no viable”.

Los términos “cantidad terapéuticamente efectiva” se refieren a una cantidad que produce una mejora o curacion de
la enfermedad, alteracion o sintomas de la enfermedad o estado.

El término “pretérmino” significa un bebé nacido antes de la finalizacién de la semana 37 de la gestacion.
El término “bebé” significa un ser humano posnatal que es menor de aproximadamente 1 afio de edad.

El término “nifio” significa un ser humano entre las edades de aproximadamente 1 afio y aproximadamente 12 afios
de edad. En algunas realizaciones, un nifio esta entre las edades de aproximadamente 1 y 6 afios de edad. En otras
realizaciones, un nifio esta entre las edades de aproximadamente 7 y 12 afios de edad.

Segun se usa aqui, el término “preparado para lactantes” significa una composicidén que satisface los requerimientos
de nutrientes de un bebé, siendo un sustituto de la leche humana.

De acuerdo con la presente invencion, se ha descubierto un nuevo producto y un método para usar un probiético. El
producto y el método comprenden la utilizaciéon de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un probidtico
inactivado, y su administracion a un sujeto. En algunas realizaciones el sujeto es un bebé.

Los intentos previos de administrar de forma efectiva probidticos inactivados han encontrado obstaculos
sustanciales. Por ejemplo, Kirjavainen, P., et al., describieron que en una comparacién de LGG viables e inactivados
por calor, cerca del 40% de los nifios complementados con LGG inactivado experimentaban diarrea grave. Probiotic
Bacteria in the Management of Atopic Disease: Underscoring the Importance of Viability, J. Ped. Gastro. 36: 223-227
(2003). No se describieron reacciones adversas en el placebo o en el grupo con LGG viable. Id. a 225. Debido a que
la diarrea esta ampliamente asociada con la inflamacion, el estudio de Kirjavainen indica que LGG inactivado puede
causar realmente inflamacién gastrointestinal. De hecho, las notas del estudio, “el proceso de inactivacién por calor
puede causar desnaturalizaciéon de péptidos superficiales y expresion de la proteina de choque térmico, modificando
por tanto las propiedades inmunoestimuladoras de LGG de tal forma que la forma inactivada por calor induciria
respuestas inflamatorias y, consecuentemente, incrementaria la permeabilidad del intestino”. Id a 226. Como
contraste, los presentes inventores han desarrollado un nuevo método para tratar o evitar las inflamaciones a través
de la administracion de al menos un probidtico inactivado, por medio de la ingestion de un producto que contiene tal
o tales probidticos inactivados.

Los presentes inventores han descubierto que se puede utilizar un probidtico inactivado para lograr efectos iguales o
similares en un ser humano que los ingiere, dado que dicho ser humano obtendria el mismo probiético vivo o viable
ingiriéndolo. Aparte de las propiedades reproductivas y de actividad estrictamente asociadas con un organismo vivo,
los probidticos inactivados de la presente invencién mantienen las propiedades celulares y moleculares e inducen
las mismas o similares respuestas reactivas biologicas en el cuerpo del hospedador que los ingieren. Como tal, el
probidtico inactivado de la invencion puede ser cualquier probidtico o combinacién de cualquier probiético conocido
en la técnica.

En otras realizaciones, el probidtico inactivado puede ser un miembro del género Lactobacillus. Por ejemplo, el
probidtico inactivado puede ser L. acidiphilus, L. amylovorus, L. bulgaricus, L. crispatus, L. delbrueckii, L. rhamnosus,
L. casei, L. gallinarum, L. fermentum, L. gasseri, L. helveticus, L. jugurti, L. johnsonii, L. leichmannii, L. plantarum, L.
reuteri, or L. salivarius. En ciertas realizaciones, el probidtico inactivado puede ser L. acidophilus LA-5®, L.
acidophilus NCFM, L. acidophius AS-1, L. acidophius DDS-1, L. acidophilus HP10, L. acidophilus HP100, L.
acidophilus HP101, L. acidophius HP102, L. acidophilus HP103, L. acidophilus HP104, L. acidophilus HP15, L.
acidophilus PIM703, L. acidophilus SBT2062, L. casei DN-114 001, L. casei LC10, L. casei PIM61, L. casei 431(R)
(CRL431), L. casei F19, L. casei Shirota, L. casei immunitas, L. crispatus BG2FO4, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus 2038, L. delbrueckii ssp. bulgaricus MR120, L. delbrueckii ssp. bulgaricus PIM695, L.
plantarum 299V, L. reuteri 1063-S, L. reuteri 11284, L. reuteri SD2112, L. reuteri T-1, L. reuteri ATTC 55730, L.
reuteri SD2112, L. reuteri RC-14®, L. rhamnosus GG (LGG) ATCC 53013, L. rhamnosus GR-1®, L. rhamnosus
LB21, L. rhamnosus R-011, L. rhamnosus R-049, L. rhamnosus MX1, L. gasseri ADH, L. helveticus MR220, L.
helveticus NCK388, L. johnsonii 11088 (NCK 088), L. johnsonii La-1, L. salvarius UCC500, L. salvarius UCC118, or
L. lactis San.

Segun se mostré anteriormente, en una realizacion particular de la invencion, el probidtico inactivado puede ser
LGG. LGG es una cepa probiotica aislada de la flora intestinal humana sana. Se describié en la patente de EE.UU.
N° 5.032.399 de Gorbach et al. LGG es resistente a la mayoria de los antibidticos, estable en presencia de acidos y
bilis, y se une con avidez a las células mucosas del tracto intestinal humano. Sobrevive durante 1-3 dias en la
mayoria de los individuos, y hasta 7 dias en el 30% de los sujetos. Ademas de su capacidad de colonizacion, LGG
también afecta beneficiosamente a las respuestas inmunolégicas de la mucosa. LGG esta depositado con la
autoridad depositaria American Type-Culture Collection bajo n° de acceso ATCC 53103.

En otras realizaciones adicionales, el probidtico inactivado puede ser un miembro del género Bifidobacterium. Por
ejemplo, el probidtico inactivado puede ser B. animalis, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. suis, or B. longum. En
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algunas realizaciones, el probidtico inactivado puede ser Bifidobacterium animalis ssp. animalis, B. animalis DN-173
010, B. animalis ssp. lactis (BB-12(R)), B. breve Yakult, B. breve R-070, B. infantis BBI, B. infantis 35624, B. lactis
HNO19 (DR10), B. longum BB46, B. longum BBL, or B. longum BB536.

Segun se ha indicado, el probiético inactivado puede ser B. animalis ssp. lactis (BB-12®), disponible de Chr. Hansen
Biosystems, localizado en Milwaukee, Wis. BB-12® es una bacteria en forma de bastén, anaerdbica, Gram-positiva,
que se puede encontrar en los intestinos gruesos de la mayoria de los mamiferos, incluyendo los seres humanos.

En otras realizaciones, el probidtico inactivado puede ser Escherichia coli, Enterococcus faecium, Saccharomyces
cerevisiae, Lactococcus lactis, Bacillus coagulans, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici,
Streptococcus sanguis, o Streptococcus thermophilus. En una realizacion particular, el probiético inactivado puede
ser E. coli Nissle 1917. En ofra realizacion, el probidtico inactivado puede ser Saccharomyces cerevisiae (boulardii)
lyo. En ofra realizaciéon adicional, el probidtico inactivado puede ser Lactococcus lactis L1A. En otra realizacion
adcional, el probiético inactivado puede ser S. thermophilus TH-4™.

En una realizacion de la invencién, se puede usar mas de un probiético inactivado. En esta realizacién se contempla
cualquier combinacién de probidticos inactivados, a condicién de que la combinacién logre el resultado pretendido.
En una realizacién particular, una combinaciéon puede comprender uno o mas miembros del género Bifidobacterium
y uno o mas miembros del género Lactobacillus, por ejemplo, se pueden utilizar BB-12® y LGG. En una realizacion
separada, se puede utilizar una combinacién de BB-12® y LA-5®.

En el método de la descripcion, una cantidad terapéuticamente efectiva de probidtico inactivado es una cantidad
suficiente para reducir o evitar la inflamacién sistémica en un sujeto. Esta cantidad puede corresponder a entre
aproximadamente 1x10* y 1x10"2 equivalentes de células por kg de peso corgoral por dia. En otra posibilidad, el
presente método comprende la administracién de entre aproximadamente 1x10° y 1x10° equivalentes de células por
kg de peso corporal por dia. En otra posibilidad adicional, el presente método comprende la administracién de
aproximadamente 1x10° células equivalentes por kg de peso corporal g)or dia. En otra posibilidad adicional, el
presente método comprende la administracion de aproximadamente 1x10" equivalentes por kg de peso corporal por
dia.

En la presente invencion, se utiliza al menos un probidtico que se ha inactivado. La inactivaciéon puede producirse
mediante cualquier método actualmente conocido en la técnica o que se vaya a desarrollar. La inactivacion se puede
logar, por ejemplo, a través de tratamiento térmico, liofilizacién, luz ultravioleta, radiacion gamma, presion,
disgregacion quimica o disgregacién mecanica. Por ejemplo, el probidtico puede inactivarse con tratamiento térmico
a través de almacenamiento entre 80°C y 100°C durante 10 minutos. El probiético puede inactivarse también con luz
ultravioleta mediante irradiacién durante 5 minutos a una distancia de 5 cm de una lampara de UVC de 30 vatios.
Alternativamente, el probidtico se puede inactivar con radiacion gamma a través de irradiacion de 2kg-Gray (kGy),
usando una fuente de Cobalto-60 a una distancia de 20 cm.

La forma de administracion del probidtico inactivado no es critica, siempre que se administre la cantidad
terapéuticamente efectiva. En algunos casos, el, al menos un, probiético inactivado se administra a un sujeto
mediante pastillas, pildoras, encapsulaciones, comprimidos, capsulas de gel, capsulas, gotas de aceite, o sobres
monodosis. En otra realizacién, el probidtico inactivado se encapsula en un azucar, grasa o polisacarido. En otra
opcién, el probidtico inactivado se afiade a una comida o producto bebible y se consume. El producto alimenticio o
bebible puede ser un producto nutritivo para nifios como una féormula de continuacién, leche de crecimiento, bebida,
leche, yogur, zumo de frutas, bebida a base de frutas, comprimido masticable, galleta, galleta salada o una leche en
polvo. En otras posibilidades, el producto puede ser un producto nutritivo para bebés, como un preparado para
lactantes o un fortificante de leche humana.

Si el, al menos un, probidtico inactivado se administra a través de un preparado para lactantes, el preparado puede
ser nutricionalmente completo y contener tipos y cantidades adecuadas de lipidos, carbohidratos, proteinas,
vitaminas y minerales. La cantidad de lipido o grasa puede variar tipicamente de aproximadamente 3 a
aproximadamente 7 g/100 kcal. Las fuentes de lipidos puede ser cualquiera conocida o usada en el estado de la
técnica, p.ej., aceites vegetales como aceite de palma, aceite de soja, oleina de palma, aceite de coco, aceite de
triglicéridos de cadena media, aceite oleico de girasol de cadena larga, aceite oleico de cartamo de cadena larga, y
similares. La cantidad de proteina puede variar tipicamente de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 g/100 kcal.
Las fuentes de proteina pueden ser cualquiera conocida o usada en el estado de la técnica, p.ej., leche no grasa,
proteina sérica, caseina, proteina de soja, proteina hidrolizada, aminoacidos, y similares. La cantidad de
carbohidrato puede variar tipicamente de aproximadamente 8 a aproximadamente 12 g/100 kcal. Las fuentes de
carbohidrato pueden ser cualquiera conocida o usada en el estado de la técnica, p.ej., lactosa, glucosa, sélidos de
jarabe de maiz, maltodextrinas, sacarosa, almidon, sélidos de jarabe de arroz, y similares.

Convenientemente, se pueden usar preparados para lactantes disponibles en el comercio. Por ejemplo, Enfamil®,
Enfamil®Premature Formula, Enfamil® with Iron, Lactofree®, Nutramigen®, Pregestimil®, and ProSobee® (available
from Mead Johnson & Company, Evansville, Ind., EE.UU.) se pueden complementar con concentraciones
adecuadas de probidticos inactivados y usados en la practica de la invencion.
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En una realizacion de la invencion, el, al menos un, probidtico inactivado puede combinarse con uno o mas
probidticos viables para tratar o evitar la inflamacion sistémica en bebés alimentados con preparados para lactantes.
Cualquier probidtico viable conocido en la técnica puede ser aceptable en esta realizacién, a condicion de que se
logre el resultado pretendido. En una realizacién particular, el probiético viable se puede seleccionar de cualquiera
de los géneros o especies de probiéticos aqui descritos.

Si se administra un probidtico viable en combmamon con eI probidtico inactivado, la cantidad de probidtico viable
puede corresponder a entre aproximadamente 1x10* y 1x10" unidades formadoras de colonias (cfu) por kg de peso
corporal por dia. En otra realizacién, los probiéticos viables pueden comprender entre aproximadamente 1x10° y
1x10° cfu por kg de peso corporal por dia. En otra realizacion adicional, los probidticos viables pueden comprender
aproximadamente 1x10"° cfu por kg de peso corporal por dia.

En otra realizacién de la invencioén, el, al menos un, probiético inactivado se puede combinar con uno o mas
prebidticos para tratar o evitar la inflamacién sistémica o respiratoria en bebés alimentados con preparados para
lactantes. Cualquier prebidtico conocido en el estado de la técnica sera aceptable en esta realizacién, a condicién de
que logre el resultado deseado. Los prebidticos utiles en la presente invencion pueden incluir lactulosa, gluco-
oligosacarido, inulina, polidextrosa,  galacto-oligosacarido, fructo-oligosacarido, isomalto-oligosacarido,
oligosacaridos de soja, lactosacarosa, xilo-oligosacarido, y gentio-oligosacaridos.

En otra realizacion adicional de la presente invencion, el preparado para lactantes puede contener otras sustancias
activas como LCPUFAs. LCPUFAs adecuados incluyen, pero no estan limitados a, acido a-linoleico, acido y-
linoleico, acido linoleico, acido linolénico, acido eicosapentanoico (EPA), ARA y/o DHA. En una realizacion, se
administra un probiético inactivado en combinacién con DHA. En otra realizacién, se administra un probiotico
inactivado en combinacion con ARA. En otra realizacion adicional, se administra un probiético inactivado en
combinaciéon con DHA y ARA. Un preparado para lactantes comercialmente disponible que contenga DHA, ARA o
una combinacion de los mismos, se puede complementar con al menos un probiético inactivado y usarse en la
presente invencion. Por ejemplo, Enfamil® LIPIL®, que contiene concentraciones efectivas de DHA y ARA, esta
disponible comercialmente y se puede complementar con al menos un probidtico inactivado y utilizarse en la
presente invencion.

En una realizacion, tanto DHA como ARA se usan en combinacién con al menos un probiético inactivado para tratar
la inflamacién sistémica en bebés. En esta realizacion, la proporcion en peso de ARA:DHA es tipicamente de
aproximadamente 1:3 a aproximadamente 9:1. En una realizacion de la presente invencion, esta proporcion es de
aproximadamente 1:2 a aproximadamente 4:1. En otra realizacién adicional, la proporcién es de aproximadamente
2:3 a aproximadamente 2:1. En una realizacion particular, la proporciéon es aproximadamente 2:1. En otra realizacion
particular, la proporcion es aproximadamente 1:1,5. En otras realizaciones, la proporcién es aproximadamente 1:1,3.
En otras realizaciones adicionales, la proporcién es aproximadamente 1:1,9. En una realizacion particular, la
proporcion es aproximadamente 1,5:1. En otra realizacion adicional, la proporcion es aproximadamente 1,47:1.

En ciertas realizaciones de la invencion, la concentracién de DHA es entre aproximadamente 0,0% y 1,00% de
acidos grasos, en peso.

La concentracion de DHA puede ser aproximadamente 0,32% en peso. En algunas realizaciones, la concentracion
de DHA puede ser aproximadamente 0,33% en peso. En otra realizacién, la concentracion de DHA puede ser
aproximadamente 0,64% en peso. En otra realizacion, la concentracion de DHA puede ser aproximadamente 0,67 %
en peso. En otra realizacién, la concentracion de DHA puede ser aproximadamente 0,96% en peso. En una
realizacién adicional, la concentracion de DHA puede ser aproximadamente 1,00% en peso.

En realizaciones de la invencion, la concentracion de ARA esta entre 0,0% y 0,67% de acidos grasos, en peso. En
otra realizacién, la concentracion de ARA puede ser aproximadamente 0,67% en peso. En otra realizacion, la
concentracion de ARA puede ser aproximadamente 0,5% en peso. En otra realizacion, la concentracion de DHA
puede estar entre aproximadamente 0,47% y 0,48% en peso.

Si se incluye, la cantidad efectiva de DHA en una realizacién de la presente invencidon es tipicamente de
aproximadamente 3 mg por kg de peso corporal por dia hasta aproximadamente 150 mg por kg de peso corporal por
dia. En una realizacién de la invencién, la cantidad es de aproximadamente 6 mg por kg de peso corporal por dia,
hasta aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal por dia. En otra realizacién la cantidad es de
aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal por dia hasta aproximadamente 60 mg por kg de peso corporal por
dia. En ofra realizacién la cantidad es de aproximadamente 15 mg por kg de peso corporal por dia hasta
aproximadamente 30 mg por kg de peso corporal por dia.

Si se incluye, la cantidad efectiva de ARA en una realizacién de la presente invenciéon es tipicamente de
aproximadamente 5 mg por kg de peso corporal por dia hasta aproximadamente 150 mg por kg de peso corporal por
dia. En una realizacién de la presente invencion, la cantidad varia de aproximadamente 10 mg por kg de peso
corporal por dia hasta aproximadamente 120 mg por kg de peso corporal por dia. En otra realizacion de la presente
invencion, la cantidad varia de aproximadamente 15 mg por kg de peso corporal por dia hasta aproximadamente 90
mg por kg de peso corporal por dia. En otra realizacién adicional, la cantidad varia de aproximadamente 20 mg por
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kg de peso corporal por dia hasta aproximadamente 60 mg por kg de peso corporal por dia.

Si se utiliza un preparado para lactantes, la cantidad de DHA en el preparado para lactantes puede variar de
aproximadamente 5 mg/100 kcal hasta aproximadamente 80 mg/100 kcal. En una realizaciéon de la presente
invencion, DHA varia de aproximadamente 10 mg/100 kcal hasta aproximadamente 50 mg/100 kcal. En una
realizacién particular de la presente invencion, la cantidad de DHA es de aproximadamente 17 mg/100 kcal.

Si se utiliza un preparado para lactantes para bebés, la cantidad de ARA en el preparado para lactantes puede variar
de aproximadamente 10 mg/100 kcal hasta aproximadamente 100 mg/100 kcal. En una realizacién de la presente
invencion la cantidad de ARA varia de aproximadamente 15 mg/100 kcal hasta aproximadamente 70 mg/100 kcal.
En otra realizacion, la cantidad de ARA varia de aproximadamente 20 mg/100 kcal hasta aproximadamente 40
mg/100 kcal. En una realizacién particular de la presente invencion, la cantidad de ARA es aproximadamente de 34
mg/100 kcal.

Si se usa un preparado para lactantes, el preparado para lactantes se puede complementar con aceites que
contienen DHA y ARA, usando técnicas estandar conocidas en la técnica. Por ejemplo, se pueden afiadir DHA y
ARA a la féormula, reemplazando una cantidad equivalente de un aceite, como aceite de girasol oleico de cadena
larga, normalmente presente en el preparado para lactantes. Como otro ejemplo, los aceites que contienen DHA y
ARA se pueden anadir al preparado para lactantes, reemplazando una cantidad equivalente del resto de la mezcla
de grasas presente normalmente en el preparado para lactantes sin DHA y ARA.

Si se utiliza, la fuente de DHA y ARA puede ser cualquier fuente conocida en la técnica, como aceite marino, aceite
de pescado, aceite de organismos unicelulares, lipido de yema de huevo, lipido cerebral y similares. En algunas
realizaciones, el DHA y ARA se extraen del aceite Martek de organismo unicelular, DHASCO® o variaciones del
mismo. El DHA y ARA pueden estar en forma natural, a condiciéon de que el resto de la fuente de LCPUFA no
produzca ningun efecto deletéreo sustancial en el bebé. Alternativamente, el DHA y ARA se pueden usar en forma
refinada.

En una realizacién de la presente invencion, fuentes de DHA y ARA son aceites de organismos unicelulares, segun
se muestra en las patentes de EE.UU. N° 5.374.567; 5.550.156; y 5.397.591. Sin embargo, la presente invencion no
se limita sélo a tales aceites.

En una realizacién, una fuente de LCPUFA que contiene EPA se usa en combinacién con al menos un probiético
inactivado. En otra realizacion, una fuente de LCPUFA que esta sustancialmente exenta de EPA se usa en
combinacién con al menos un probiético inactivado. Por ejemplo, en una realizacion de la presente invencién, un
preparado para lactantes que contiene menos de aproximadamente 16 mg de EPA/100 kcal se complementa con al
menos un probidtico inactivado y se usa en el método de la presente invencion. En otra realizacion, un preparado
para lactantes que contiene menos de aproximadamente 10 mg de EPA/100 kcal se complementa con al menos un
probidtico inactivado y se usa en el método de la presente invencion. En otra realizacion adicional, un preparado
para lactantes que contiene menos de aproximadamente 5 mg de EPA/100 kcal se complementa con al menos un
probidtico inactivado y se usa en el método de la presente invencién. Otra realizacidon de la invencion incluye un
preparado para lactantes para bebés que complementada con al menos un probidtico inactivado que esta exento
incluso de cantidades traza de EPA.

Se cree que la provisién de una combinacién de al menos un probiético inactivado con DHA y/o ARA, proporciona
efectos complementarios o sinérgicos el relacién con las propiedades antiinflamatorias de los preparados para
lactantes que contienen estas sustancias. Sin querer cefirse a esta o cualquier otra teoria, se cree que los
probidticos inactivados producen efectos antiinflamatorios, en parte evitando la ubiquitinacion de kB inhibidora (IkB).
En una célula normal, IkB se une al factor nuclear Kb (NFkB) en el citoplasma. Cuando se produce la ubiquitinacion
de IkB, se libera NFkB, entra en el nicleo de la célula, y activa genes que son responsables de la respuesta
inflamatoria. Es esta interaccion especifica y la alteracion resultante de la expresion génica, lo que se cree que esta
implicado en la modulacién de la inflamacién. Se cree que los probidticos inactivados evitan la ubiquitinaciéon de kB,
evitando asi la liberacién de NFkB y reduciendo o evitando la inflamacion.

Como contraste, los acidos grasos w-3 como DHA se cree que producen una accion antiinflamatoria alterando la
produccién de mediadores proinflamatorios, derivados de &cidos grasos, conocidos ampliamente como
eicosanoides. Los &cidos grasos w-6, como ARA, que estan localizados en el conjunto de fosfolipidos de las
membranas celulares, se liberan durante la respuesta inflamatoria y liberan un conjunto de ARA libre. Sobre este
conjunto de ARA actuan dos clases de enzimas, conocidas como lipooxigenasas y ciclooxigenasas, que producen
un espectro especifico de eicosanoides, incluyendo los prostanoides de la serie 2, como prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos.

Estos eicosanoides se sabe que tienen una plétora de acciones proinflamatorias en muchos tipos celulares y
organos. Se sabe que las dietas ricas en acidos grasos w-3, como EPA y DHA, son competidoras para acidos
grasos w-6 en varias etapas de este proceso y, por tanto, moderan los efectos proinflamatorios de ARA. Por
ejemplo, los acidos grasos w-3 modulan la elongacion de los acidos grasos w-6 hasta ARA, la incorporacion de ARA
en el conjunto de fosfolipidos de la membrana celular, y la producciéon de eicosanoides proinflamatorios a partir de
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ARA. La combinacion de DHA y ARA, por tanto, proporciona acciones distintas pero complementarias, para moderar
la respuesta inflamatoria en multiples tejidos.

Ademas, en algunos casos, se administran probidticos viables e inactivados en combinacién conjuntamente. La
combinacion de probidticos viables e inactivados se cree que proporciona efectos complementarios o sinérgicos en
relacion con las propiedades antiinflamatorias de las formulaciones que contienen estas sustancias. Aunque sin
querer cefirnos a esta o ninguna otra teoria, se cree que los probidticos viables proporcionan efectos
antiinflamatorios en parte mediante la interaccion con receptores especificos conocidos como receptores de tipo toll
(“toll-like receptors”) (TLRs) sobre la superficie de las células inmunoldgicas. La interaccion directa o indirecta entre
probidticos viables y estos receptores inicia una cascada de transduccion de sefiales intracelulares que produce la
alteracion de la expresion génica en estas células diana. Es esta interaccion especifica y la alteracion resultante en
la expresion génica y otros efectos celulares, la que se cree que esta implicada en la modulacién de la inflamacion.
Por tanto, debido a que los probidticos viables e inactivados se cree que actian a través de diferentes mecanismos,
se cree que la combinacién de estos componentes proporciona efectos complementarios o sinérgicos.

Ademas, en algunos casos de la invencién, se administran en combinacion al menos un probidtico inactivado y al
menos un LCPUFA. Debido a que los probidticos viables, probiéticos inactivados y LCPUFAs se cree que cada uno
actla a través de diferentes mecanismos, se cree que la combinacion de estos componentes proporciona efectos
complementarios o sinérgicos en relacion con las propiedades antiinflamatorias de las formulaciones que contienen
estas sustancias.

El sujeto necesita tratamiento, reduccion o prevencion de la inflamacion sistémica. El sujeto puede presentar riesgo
de inflamacién sistémica debido a la predisposicion genética, dieta, estilo de vida, enfermedades, alteraciones, y
similares. Por ejemplo, un bebé pretérmino o inmunosuprimido puede presentar riesgo de inflamacién sistémica y
puede, por tanto, necesitar tal tratamiento, reduccion o prevencion.

El probidtico inactivado se administra a un bebé para prevenir, tratar o reducir la inflamacion sistémica. En una
realizacion, el bebé puede tener menos de un afio de edad.

En una realizacion de la presente invencion, el sujeto es un bebé alimentado con preparados para lactantes. En una
realizacion, el bebé es alimentado con preparados para lactantes desde su nacimiento. En otra realizacion, el bebé
es amamantado desde su nacimiento hasta una edad, que es inferior a un afio, y a partir de entonces es alimentado
con preparados para lactantes, momento en el que comienza la complementacién con probidtico inactivado.

En una opcién particular, el método comprende el tratamiento o prevencion de la inflamacién sistémica en un bebé
pretérmino alimentado con preparados para lactantes. En este método, el probidtico inactivado puede administrarse
al bebé pretérmino en forma de un preparado para lactantes, fortificante de leche humana, o cualquier otra forma
adecuada. Adicionalmente, si se desea, el probidtico inactivado se puede administrar al bebé pretérmino en
combinacién con DHA, ARA, y/o uno o mas probidticos viables, para crear un efecto antiinflamatorio potencialmente
sinérgico.

Segun la presente invencion, el probidtico inactivado reduce o evita la liberacién sistémica de una o mas citoquinas o
quimioquinas inflamatorias. Segun se usa aqui, citoquinas o quimioquinas “proinflamatorias” incluye aquéllas que se
sabe en el estado de la técnica que estan implicadas en la sobrerregulacion de reacciones inflamatorias. Los
ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, TNF-a, IL-$, IL-6, IL-8, IL-18 y GRO/KC.

Las quimioquinas son un grupo de citoquinas que permiten la migracion de los leucocitos desde la sangre a los
tejidos en el lugar de la inflamacién. Cuando se producen en cantidades en exceso, las quimioquinas pueden
conducir a dafio del tejido sano. El oncogén relacionado con el crecimiento (GRO/KC) es una quimioquina que
recluta células inmunoldgicas hacia el lugar de la inflamacion. Es la contrapartida del quimioatrayente de neutrdfilos
inducido por citoquina de la rata, y esta relacionado funcionalmente con la familia de la interleuquina-8.

Se ha demostrado que los probidticos inactivados inhiben la traslocacion del factor nuclear-kB (NFkB). NFkB es un
factor de transcripcion primario que se encuentra en todos los tipos celulares, que se piensa que juega un papel
importante en la aparicién de la inflamacion. En la mayoria de las células, NF-kB esta presente en forma de un
complejo inhibidor, inactivo, latente, unido a kB (IkB) en el citoplasma. Cuando una célula recibe cualquiera de una
multitud de sefales extracelulares, como de citoquinas, antigenos bacterianos o radicales libres, NF-kB rapidamente
entra en el nucleo y activa genes que son responsables de la respuesta inflamatoria. Se ha demostrado que la
inhibicion de NFkB durante la aparicion de la inflamacion, produce una respuesta inflamatoria reducida. Lawrence, et
al., Possible New Role for NFkB in the Resolution of Inflammation, Nature Med. 7: 1291 (2001). Por tanto, la
inhibicion de NFkB a través de complementacién de probidtico inactivado en la presente invencién, ayuda a la
reduccién o prevencion de la inflamacion sistémica.

Como se vera en los ejemplos, se ha demostrado que los probiéticos inactivados reducen la inflamacion sistémica
en bebés alimentados con preparados para lactantes. Las concentraciones de CINC-1 y de varias citoquinas en las
crias de ratas alimentadas con preparados para lactantes, se redujeron a concentraciones similares a las de otras
crias de ratas amamantadas, cuando se los complementaba con probiéticos inactivados.
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Como se vera en los ejemplos, se ha demostrado que los probidticos inactivados reducen significativamente la
produccién de IL-8, reducen la translocacion de NF-kB, e incrementan la produccién de kB en el epitelio intestinal.
Los inventores han descubierto, sorprendentemente, que los probidticos inactivados evitan, adicionalmente, la
ubiquitinacién de IkB, mientras que los probidticos viables no. Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion.
Otras realizaciones incluidas en el alcance de las reivindicaciones aqui descritas, seran obvias para el experto en la
materia, tomando en consideracion la memoria o practica de la invencién segun se describe aqui.

Se pretende que la memoria, junto con los ejemplos, sea considerada sélo a modo de ejemplo, estando indicado el
alcance y sentido de la invencion por las reivindicaciones que siguen a los ejemplos. En los ejemplos, todos los
porcentajes se basan en el peso, a menos que se indique otra cosa.

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra el efecto de la complementacion con probidtico inactivado sobre la inflamacién sistémica en
crias de rata neonatales alimentadas con preparados para lactantes. En este ejemplo se usé LGG como probidtico.

Materiales y métodos

En dos experimentos separados, se asignaron crias de rata Sprague-Dawley (Taconic, Germantown, NY)
aleatoriamente a cuatro grupos de alimentacién de gastrostomia con cinco ratas por grupo: un grupo de control (no
LPS o LGG), un grupo LPS, un grupo LPS mas LGG viable, y un grupo LPS mas LGG inactivado. Ratas recriadas
por su madre de la misma edad se usaron como controles de referencia. La alimentacion por gastrostomia, usando
el modelo “pup-in-the-cup” de cria de rata, comenzd en el dia 7 de vida de las crias de rata. Los tubos de
alimentacion de gastrostomia se construyeron de secciones de 24 cm de intubacion de polietileno, que se insertaron
en los estdmagos de las crias. La colocacion de la gastrostomia se realizd bajo anestesia de isoflurano. Se
conectaron bombas de jeringa controladas por un temporizador a los tubos de alimentacidon y se fijaron para
alimentar las ratas durante los primeros 20 minutos de cada hora a una velocidad de flujo dependiente del peso.

Durante un periodo de aclimatacion de 2 dias, las crias de rata alimentadas por gastrostomia fueron alimentadas
con un sustituto de leche de rata (RMS). Tras el periodo de aclimatacion, a uno de los grupos alimentados con RMS
se le suministré6 un complemento de 1x10® equivalentes de células por kg de peso corporal por dia de LGG
inactivado. El LGG se inactivd a través de tratamiento térmico letal. A un segundo grupo se le proporcioné un
complemento de 1x108 cfu/l por kg de peso corporal por dia de LGG viable. Al tercer grupo se le suministré RMS sin
complementaciéon de LGG de ningun tipo. Estas alimentaciones continuaron durante 6 dias. Todos los grupos
alimentados por gastrostomia recibieron la misma cantidad de grasa y carbohidratos, y el componente de proteina
fue similar a la cantidad requerida para el crecimiento normal. Se usaron como controles de referencia ratas
recriadas con su madre de la misma edad.

Se disolvid lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 0127:B8 (LPS; Sigma, St. Louis, MO) en agua, realizando un
movimiento vorticial a una concentracion de 2 mg/ml. A las ratas alimentadas por gastrostomia se les dieron entre
0,25 y 0,5 mg/kg/dia de LPS a través del tubo de gastrostomia, empezando 2 dias después de la iniciacién de la
alimentacion artificial. A las crias se les dio complementacién con LPS durante 6 dias. Esta dosis se determiné en
estudios piloto, produciendo tiritonas, ereccidon del pelo, y escasa ganancia de peso pero no se asocidé con un
incremento sustancial en la mortalidad durante un periodo de 6 dias.

Al final del periodo de tratamiento de 6 dias, las crias de rata se eutanizaron con una sobredosis de pentobarbital
sédico. Se eliminé el intestino delgado y se separ6 en tres partes: el ileo, yeyuno y duodeno, almacenadas a -80°C
para ensayos enzimaticos y ELISA, o se fijaron en formalina tamponada neutra al 10% para analizar la morfologia
intestinal. Los pulmones, higado y plasma se almacenaron a -80°C para ensayos enzimaticos y ELISA.

Se uso el software estadistico Sigmastat (SPSS, Chigaco, IL) para analizar el peso corporal, ELISA para CINC-1, y
resultados de ensayos multiplex de citoquina/quimioquina. Todos los datos se proporcionaron como media +
desviacion estandar (SD). Se usé un analisis de varianza de una via entre grupos (ANOVA) para determinar si habia
una diferencia significativa entre todos los grupos de tratamiento. Se usé el método de Holm-Sidak para
comparaciones por parejas, cuando el ANOVA era significativo a p<0,05.

Resultados y discusion

Crecimiento

Este ejemplo ilustra el efecto de la administracién de probidtico sobre el crecimiento de las crias tras alimentacion
por gastrostomia. Las crias de rata se pesaron diariamente después de la alimentacién por gastrostomia, y se
compararon con los animales de referencia alimentados por su madre. Los animales alimentados por su madre
crecieron mas rapidamente que las crias alimentadas por gastrostomia, tratadas con LPS. El suministro de
probidticos viables o inactivados a las crias tratadas con LPS, alimentadas por gastrostomia, no incrementé la
ganancia de peso.
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CINC-1

Los probidticos viables e inactivados redujeron las concentraciones de CINC-1 en la presente invencién. Las
concentraciones de CINC-1 se determinaron mediante kits de ensayo inmunométricos enzimaticos TiterZyme para el
oncogén de rata relacionado con el crecimiento CINC-1 (Assay Designs, Ann Arbor, MI). Se aislaron muestras de
tejidos de extractos celulares de tejidos completos en el higado, intestino, plasma y pulmén.

De determind la absorbancia a 450 nm, y se calcul6 la concentracion usando la ecuacion derivada de una curva
estandar lineal.

Segun se muestra en Figuras 1 a 3, los resultados de ELISA mostraron que LPS incrementaba las concentraciones
de CINC-1 en el higado, pulmones y plasma. Tanto los probiéticos viables como inactivados redujeron la produccion
de CINC-1 inducida por LPS en el higado (Fig. 1) y plasma (Fig. 2) (p<0,05), y también mostraron una tendencia
(p=0,09) en el pulmén (Fig. 3).

La Figura 1 ilustra que la complementaciéon con probiotico viable reducia las concentraciones de CINC-1 en el
higado en aproximadamente el 50%, cuando se comparaba con el grupo LPS. El probidtico inactivado, sin embargo,
reducia las concentracions de CINC-1 en el higado en aproximadamente 75%, cuando se comparaba con el grupo
LPS. Por tanto, un probidtico inactivado tenia un efecto reductor significativamente mayor sobre las concentraciones
de CINC-1 en el higado, que los probidticos viables, indicando un efecto antiinflamatorio mas potente. De forma
similar, la Figura 2 ilustra que las concentraciones de CINC-1 en el plasma eran inferiores en el grupo del probidtico
inactivado que en el grupo del probidtico viable. En el pulmon, tanto los probidticos viables como inactivados
reducian las concentraciones de CINC-1 hasta un punto similar (Fig. 3).

GRO/KC

Segun se muestra en las Figuras 4 y 5, el ensayo multiplex de citoquina mostré reducciones similares en las
concentraciones de GRO/KC en el higado y pulmones. El probiético inactivado redujo las concentraciones de
GRO/KC en mayor medida que los probidticos viables en el higado, indicando un efecto antiinflamatorio méas potente
(Fig. 4). Tanto los probidticos viables como inactivados reducian las concentraciones de GRO/KC en una medida
similar en los pulmones (Fig. 5).

Las concentraciones de CINC-1 y GRO/KC reducidas que se observaron en el pulmén en el presente experimento
indican que el efecto antiinflamatorio de los probidticos inactivados se extiende a los érganos distales. Por tanto, el
efecto antiinflamatorio de los probiéticos inactivados es verdaderamente de naturaleza sistémica.

En el higado, la complementacién con probidtico inactivado redujo las concentraciones de CINC-1 hasta una
concentracion que fue realmente inferior a la de las crias de rata alimentadas con leche materna. En el pulmén y el
plasma, los probidticos inactivados redujeron las concentraciones de CINC-1 hasta una cantidad que era muy similar
a la de las crias de rata alimentadas con leche materna. Estos resultados muestran que los probidticos inactivados
tienen la capacidad de reducir la inflamacién sistémica en un bebé alimentado con preparados para lactantes hasta
una concentracion que es similar, y en algunos casos inferior, a la de un bebé alimentado con leche materna.

Citoquinas y quimioquinas

Los probidticos viables e inactivados también reducian las concentraciones de citoquina y quimioquina. Se
adquirieron kits de esferas multiplex de LINCO Research, Inc (St. Charles, MO, USA). Las citoquinas/quimioquinas
se analizaron mediante un kit que incluia: factor estimulante de colonias de granulocito-macréfago (GMCSF),
interferén-A (IFN-A), interleuquina-1a (IL-1a), IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-18, proteina
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), GRO/CK (CINC-1 de rata), y TNF-a. El ensayo multiplex se realiz6 segun
las instrucciones del fabricante. Se generaron curvas estandar para cada citoquina/quimioquina, usando las
concentraciones de referencia suministradas por los fabricantes. Los datos brutos (intensidad fluorescente media) se
analizaron mediante el Software MasterPlex Quantitation (MiraiBio, Inc., Alameda, CA, USA) para obtener valores de
concentracion.

Segun se muestra en la Figura 6, las concentraciones de IL-13 en el higado fueron significativamente mayores en
crias tratadas con LPS, alimentadas por gastrostomia, que en las crias control. Tanto los probidticos viables como
inactivados despuntaron significativamente la elevacion de IL-13 inducida por LPS. De hecho, los probidticos
inactivados redujeron las concentraciones de IL-1B en un grado mayor que la complementacién con probiético
viable. Los probiéticos inactivados redujeron la expresion de IL-13 hasta una concentracion que era similar a la de
las crias de control. Por tanto, esta parte del experimento ilustra adicionalmente la actividad antiinflamatoria
sistémica de los probiodticos inactivados.

En conclusion, estos resultados muestran que la complementaciéon con probidticos inactivados reduce la inflamacion
sistémica. Adicionalmente, los resultados muestran que los probiéticos inactivados reducen la inflamacioén sistémica
en bebés alimentados con preparados para lactantes hasta una concentracion que es similar a la de los bebés
amamantados. Esto se ilustra en los resultados descritos aqui, a través de la comparacién del grupo tratado con
probidtico inactivado y el grupo alimentado exclusivamente con leche materna. En varios ejemplos, la administracion
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de probidticos inactivados produce una respuesta inflamatoria que es muy similar a la del otro grupo alimentado con
leche materna.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra el efecto de la complementacion de probidtico inactivado sobre la inflamacién en crias de rata
neonatales alimentadas con preparados para lactantes. En este ejemplo, se utilizé6 como probidtico LGG.

Se trataron previamente células epiteliales intestinales con LGG viable o inactivado por UV a 1x10° cfu/l y luego se
estimularon por Flagelina 500 ng/ml. Se midi6 la produccién de IL-8 mediante ELISA. Se midieron la IkB y IkB
ubiquitinada (UbQ-1kB) mediante transferencia de Western e inmunoprecipitacion. La localizacion de NFkB se evalué
mediante tincién de inmunofluorescencia.

Durante el experimento, la Flagelina indujo un incremento significativo en la produccion de IL-8 celulas (p<0,05). Las
células tratadas previamente con LGG viable o LGG inactivado por UV y estimuladas después por Flagelina,
mostraban un cambio significativo (p<0,05) en IL-8, translocacién nuclear de NFkB, IkB y UbQ-IkB. Los resultados se
muestran en la Tabla 1. Las flechas que apuntan hacia arriba indican un incremento en el parametro, mientras que
las flechas que apuntan hacia abajo indican una reduccion en el parametro.

Tabla 1. Cambios de expresion debidos a complementaciéon con probiético viable o inactivado.

IL-8 Translocacién de NFkB kB UbQ-1kB
Flagelina sola 1 1 ! 1
LGG viable ! l 1 1
LGG inactivado ! ! 1 !

Como se muestra en la Tabla 1, la Flagelina inducia un incremento significativo de la produccion de IL-8 celular
epitelial intestinal (p<0,05). La produccién de IL-8 se regulaba por reduccion significativamente en presencia tanto de
LGG viable como inactivado. Ademas, las células estimuladas por Flagelina mostraban translocacién nuclear de
NFkB, que se evitaba tanto por LGG viable como inactivado. La Flagelina reducia la produccién de IkB, pero este
efecto se revertia por tratamiento previo, tanto con LGG viable como inactivado (p<0,05), mientras que LGG
inactivado reducia la UbQ-1kB.

Este ejemplo ilustra que tanto los probidticos viables como inactivados son efectivos para reducir a produccion de IL-
8, una citoquina proinflamatoria, y por tanto tienen un efecto antiinflamatorio. Debido a que la Flagelina y el
probidtico viable incrementaban UbQ-IkB, pero el probidtico inactivado reducia UbQ-IkB, los probidticos inactivados
actian posiblemente a través de un mecanismo que evita la ubiquitinaciéon de IkB, mientras que los probidticos
viables probablemente no. Por tanto, este ejemplo ilustra adicionalmente que los probidticos viables e inactivados
actiian probablemente a través de diferentes mecanismos y pueden tener efectos sinérgicos cuando se administran
conjuntamente.

Se ha demostrado que la presente invencion reduce la inflamacion en el higado, plasma y pulmones. Debido a que
la presente invencion se puede usar para mejorar el estado inflamatorio, también puede evitar la apariciéon de
infecciones o enfermedades deletéreas.

La discusion de las referencias aqui descritas pretende meramente resumir las afirmaciones realizadas por sus
autores y no se admite que ninguna referencia constituya estado de la técnica previo. Los solicitantes se reservan el
derecho de impugnar la precisién y pertinencia de las citadas referencias.

Estas y otras modificaciones y variaciones sobre la presente invencidon se pueden llevar a cabo por los técnicos
ordinarios en la materia, sin apartarse del alcance de la presente invencion, que se describe mas particularmente en
las reivindicaciones anexas. Ademas, debe entenderse que los aspectos de las diversas realizaciones se pueden
intercambiar parcialmente o en su totalidad. Adicionalmente, los expertos medios en la materia se daran cuenta de
que la descripcidn anterior se proporciona sélo a modo de ejemplo y no esta destinada a limitar la invencién, asi
descrita adicionalmente en tales reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1.- Una composiciéon nutricional para uso en el tratamiento, prevencion o reduccion de la inflamacion sistémica en
un bebé, en la que la composicién nutricional comprende Lactobacillus rhamnosus GG |nact|vado por calor, y que
esta destinada a ser administrada en una cantidad efectiva para proporcionar entre 1x10* y 1x10" equlvalentes de
células de Lactobacillus rhamnosus GG inactivado por kg de peso corporal por dia al bebé.

2.- La composiciéon nutricional para el uso de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente al menos un
prebidtico.

3.- La composicion nutricional para el uso de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente al menos otro
probidtico inactivado.

4.- La composicion nutricional para el uso de la reivindicacion 3, en la que el, al menos otro, probiético inactivado
comprende una combinacion de uno o mas miembros del género Lactobacillus y uno o mas miembros del género
Bifidobacterium.

5.- La composicién nutricional para el uso de la reivindicacion 1, en la c!sue la composmon nutricional esta destinada
a administrarse en una cantidad efectiva para proporcionar entre 1x10° y 1x10° equivalentes de células por kg de
peso corporal por dia al bebé.

6.- La composicidn nutricional para el uso de la reivindicacion 1, en la que la composicion nutricional esta destinada
a administrarse en una cantidad efectiva para proporcionar 1x10° equivalentes de células por kg de peso corporal
por dia al bebé.

7.- La composicidon nutricional para el uso de la reivindicaciéon 1, que comprende adicionalmente al menos un
probidtico viable.

8.- La composicién nutricional para el uso de la reivindicaciéon 7, en la que el probidtico viable se selecciona del
grupo que consiste en Lactobacillus rhamnosus GB, B. animalis ssp. lactis, y sus combinaciones.

9.- La composicion nutricional para el uso de la reivindicacion 1, en la que la composiciéon nutricional comprende
adicionalmente al menos un acido graso poliinsaturado de cadena larga.

10.- La composicion nutricional para el uso de la reivindicacion 9, en la que el acido graso poliinsaturado de cadena
larga se selecciona del grupo que consiste en acido docosahexaenoico, acido araquidoénico y sus combinaciones.

11.- La composicién nutricional para el uso de la reivindicaciéon 1, que comprende un preparado para lactantes.

12.- Uso de Lactobacillus rhamnosus GG inactivado por calor, para la fabricacion de una composicién nutricional
para el tratamiento, prevenciéon o reduccién de la inflamacion sistémica en un bebé, en el que la comp08|0|on
nutricional estd destinada a administrarse en una cantidad efectiva para proporcionar entre 1x10* y 1x10"°
equivalentes de células de Lactobacillus rhamnosus GG inactivado por kg de peso corporal por dia al bebé.

13.- El uso de la reivindicacion 12, en el que la composicion nutricional comprende adicionalmente al menos un
prebidtico.

14.- El uso de la reivindicacion 12, en el que la composicidon nutricional comprende adicionalmente al menos otro
probidtico inactivado.

15.- El uso de la reivindicacion 14, en el que el, al menos otro, probidtico inactivado, comprende una combinacion de
uno o mas miembros del género Lactobacillus y uno o mas miembros del género Bifidobacterium.

16.- El uso de la reivindicacion 12, en el que la comgosicic’m nutricional esta destinada a administrarse en una
cantidad efectiva para proporcionar entre 1x10° y 1x10” equivalentes de células por kg de peso corporal por dia al
bebé.

17.- El uso de la reivindicacion 12, en el que la composicidon nutricional esta destinada a administrarse en una
cantidad efectiva para proporcionar 1x10° equivalentes de células por kg de peso corporal por dia al bebé.

18.- El uso de la reivindicacién 12, en el que la composicién nutricional comprende adicionalmente al menos un
probidtico viable.

19.- El uso de la reivindicacion 18, en el que el probiético viable se selecciona del grupo que consiste en
Lactobacillus rhamnosus GB, B. animalis ssp. lactis, y sus combinaciones.

20.- El uso de la reivindicacién 12, en el que la composicion nutricional comprende adicionalmente al menos un
acido graso poliinsaturado de cadena larga.
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21.- El uso de la reivindicacion 20, en el que el acido graso poliinsaturado de cadena larga se selecciona del grupo
que consiste en acido docosahexaenoico, acido araquidonico y sus combinaciones.

22.- El uso de la reivindicacion 20, en el que la composicién nutricional comprende un preparado para lactantes.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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