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DESCRIPCION
Uso de sacaridos no digeribles para dar a un bebé el mejor comienzo después del nacimiento
Campo de la invencién

[0001] La presente invencién se refiere a una composicion para estimular la salud de un bebé, administrando la
composicion a una mujer embarazada.

Antecedentes de la invencion

[0002] Para la madre es particularmente importante que el bebé se desarrolle bien durante el embarazo y obtenga un
inicio 6ptimo cuando nace. Por lo tanto, mujeres embarazadas frecuentemente ingieren composiciones nutricionales que
tiene como objetivo mejorar el crecimiento y desarrollo del nifio no nacido.

[0003] Una cadena larga de acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFA) han sido descritos, para estimular el desarrollo
cerebral del nifio no nacido. Por esta razén, mujeres embarazadas (y en periodo de lactancia) ingieren composiciones
nutricionales con LC-PUFA. EP705539 describe tal composicion.

[0004] EP1296694 se refiere a profilaxis de alergias, y se refiere especificamente a la prevencion primaria de
enfermedades atépicas por la administracion de bacterias probidticas, microbios beneficiosos presentes en una flora
intestinal saludable, antes y después del nacimiento a nifios de alto riesgo de enfermedades atdpicas.

[0005] W02006113035 divulga el uso de Lactobacillus GG opcionalmente combinado con un prebibtico para evitar o
tratar el desarrollo de alergias respiratorias por la administracion posnatal y/o prenatal.

[0006] EP1597978 se refiere a composiciones nutricionales para el tratamiento de enfermedades inflamatorias
intestinales o enfermedades de intestino irritable pero también para el tratamiento de alergias. EP1597978 divulga una
composicion de galactooligosacaridos y polifructosa.

Resumen de la invencion

[0007] Los inventores han descubierto, que la administracion de un sacarido hidrosoluble no digerible a mujeres
embarazadas mejora el sistema inmunoldgico del bebé no nacido. Se descubrid, que el nifio no nacido tiene una
expresion mejorada de los receptores CD14, y TLR 2 como presente en la membrana de enterocitos y monocitos.

[0008] Adicionalmente, se descubrié que el desarrollo de la flora intestinal del bebé alumbrado por una madre que ha
ingerido el presente sacarido, es mejor en comparacion con el desarrollo de la flora intestinal de un bebé alumbrado por
una madre que no ha ingerido el presente sacarido.

[0009] Los inventores han descubierto, que el desarrollo de la flora intestinal del bebé mejora como resultado de una
flora vaginal y/o intestinal mejorada de la madre que ingiere el presente sacarido. Después de la ingestion del presente
sacarido, el crecimiento de las bifidobacterias y los lactobacilos en el tracto gastrointestinal de la madre es estimulado.
Posteriormente, por la colonizacién cruzada, la flora vaginal de la madre es también mejorada a un contenido alto y una
diversidad de las bifidobacterias y los lactobacilos. Durante el nacimiento, el intestino neonatal se inocula primero por
una microflora intestinal y vaginal materna. Por lo tanto, una flora intestinal y vaginal ventajosa de la madre produce una
flora mejorada del bebé en el primer periodo de vida.

[0010] Como resultado del sistema inmunoldgico estimulado y una flora intestinal 6ptima dominada por Ips géneros
bifidobacteria y Lactobacillus el bebé ha reducido las posibilidades de desarrollar trastornos inmunoldgicos relacionados,
tales como enfermedades atodpicas, pero también trastornos gastrointestinales, tales como infecciones, inflamacion
intestinal, diarrea o estrefiimiento.

[0011] En otro aspecto se descubrié sorprendentemente que la administracion de este sacarido no digerible, afectaba
beneficiosamente el sistema inmunoldgico de los bebés. Se descubrid que el sistema inmunolégico del nifio antes del
alumbramiento, se prepara hacia una respuesta de Th1 mas rapida después del nacimiento. Como resultado de ello las
posibilidades de desarrollar trastornos inmunoldgicos relacionados, tales como enfermedades atdpicas, son aun mas
reducidas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION PREFERIDAS

[0012] La presente invencion proporciona el uso de un sacérido hidrosoluble no digerible, para la producciéon de una
composicion para

i) mejorar el desarrollo de la flora intestinal de un bebé después del nacimiento;

ii) fortalecer el sistema inmunolégico de un bebé antes del nacimiento; y/o;
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iii) fortalecer el sistema inmunologico y/o prevenir trastornos relacionado con el sistema inmunoloégico del bebé
después del nacimiento;

donde la composicion se administra a una mujer embarazada de dicho bebé con la condicion de que la composiciéon no
comprenda Lactobacillus G G.

Sacarido hidrosoluble no digerible

[0013] La composicion usada en el presente método comprende sacaridos hidrosolubles no digeribles. El término "no-
digerible" como se usa en la presente invencién se refiere a sacaridos que no son digeridos en el intestino por la accion
de acidos o enzimas digestivas presentes en el tracto digestivo superior humano (intestino delgado y estémago), pero
que son fermentados por la flora intestinal humana. Mono- y disacaridos tal como glucosa, galactosa, fructosa, sacarosa
y lactosa son digeribles. El término "fermentable" como se utiliza en este caso se refiere a la capacidad de someterse a
la conversion por microorganismos en la parte inferior del tracto gastrointestinal (p. ej. colon) en moléculas mas
pequefias, en particular acidos grasos de cadena corta y lactato. El presente sacarido es hidrosoluble, que se puede
determinar con el método descrito por L. Prosky et al, J. Assoc. Anal. Chem 71: 1017-1023, 1988.

[0014] Los presentes sacaridos preferiblemente tienen un grado de polimerizacion (DP) de al menos 2 y preferiblemente
menos de 100 unidades monosacaridas, preferiblemente menos de 60, incluso mas preferiblemente menos de 40, de la
forma mas preferible menos de 10. Preferiblemente, el presente sacarido hidrosoluble, no digerible es un sacarido que
comprende galactosa. Un sacarido con un grado relativamente-bajo de polimerizaciéon tiene una fermentabilidad
mejorada por lactobacilos y/o bifidobacterias y ademas no tiene la desventaja tecnoldgica de aumentar la viscosidad.

Galactosa no digerible, hidrosoluble, que comprende sacaridos

[0015] El presente sacarido es preferiblemente una galactosa hidrosoluble no digerible, que contiene sacaridos (de
ahora en adelante designada "GAL-oligo"), que preferiblemente comprende al menos 50% de unidades de galactosa
basadas en el numero total de unidades monosacaridas del sacarido. GAL-oligo tiene un efecto bifidogénico mejorado
en comparacion con otros sacaridos hidrosolubles no digeribles. La leche materna también comprende una
concentracion alta de GAL-oligo y bebés que se alimentan de leche materna tienen una flora intestinal mas rica en
bifidobacterias que bebés que se alimentan de una férmula de leche para bebés estandar. Preferiblemente el presente
GAL-oligo contiene al menos 60% unidades de galactosa basadas en el nimero total de unidades monosacaridas
presentes en el sacarido, mas preferiblemente, al menos 65%.

[0016] El presente GAL-oligo comprende preferiblemente al menos dos unidades de sacaridos terminales, donde al
menos una unidad de sacarido terminal es seleccionada del grupo que consiste en glucosa y la galactosa; y al menos
una unidad de sacarido terminal es seleccionada del grupo que consiste en galactosa y fucosa. Preferiblemente al
menos 75% de los sacaridos del GAL-oligo son B-enlazados, preferiblemente 100%.

[0017] EI término "terminal sacarido" se refiere a un sacarido que se liga a otra unidad de sacarido (p. ej. galactosa,
glucosa, fructosa o fucosa). El presente GAL-oligo contiene preferiblemente no mas de 4 sacaridos terminales,
preferiblemente no mas de 2. En una forma de realizacién preferida, el GAL-oligo comprende al menos una galactosa
terminal y una seleccion de al menos glucosa terminal y al menos una fucosa terminal. Incluso mas preferiblemente, el
presente GAL-oligo comprende al menos una galactosa terminal y al menos una glucosa terminal. Preferiblemente el
presente Gal-oligo contiene 2 unidades de sacaridos terminales y tiene un grado de polimerizacién (DP) de 2 a 60.

[0018] Preferiblemente el GAL-oligo es seleccionado del grupo que consiste en transgalactooligosacaridos,
galactooligosacaridos, lacto-N-tetraosa (LNT), lacto-N-neotetraosa (neo-LNT), fucosil-lactosa, LNT fucosilada y neo-LNT
fucosilado. Preferiblemente el GAL-oligo es sialilado. Preferiblemente el GAL-oligo es seleccionado del grupo que
consiste en sialillactosa, sialilfucosillactosa, sialillactosamina y sialil-lLNT vy sialil-neo-LNT, mas preferiblemente
sialillactosa. En una forma de realizacién particularmente preferida el presente método comprende la administracion de
transgalactooligosacaridos ([ galactosa]n -glucosa; donde n es un numero entero entre 1 y 60, es decir 2, 3, 4, 5, 6, ...,
59,60; preferiblemente n es seleccionado de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10). Preferiblemente los sacaridos de los
transgalactooligosacaridos son (-enlazados. Transgalactooligosacaridos (TOS) estan por ejemplo presentes en una
composicion que se ha vendido bajo la marca registrada Vivinal™ (Borculo Domo Ingredients, Paises Bajos). Otras
fuentes adecuadas de TOS son Cup- oligo y Bi? muno.

Diferentes hidrosacaridos no digeribles

[0019] Para conseguir un efecto aun mejor con relacion a la flora intestinal y/o (la mejora) del sistema inmunoldgico del
bebé, la presente composicion preferiblemente comprende dos sacaridos hidrosolubles diferentes no digeribles, que
difieren entre si en la estructura. Cada sacarido no digerible hidrosoluble es fermentado por diferentes especies de
microorganismos en la flora vaginal y/o intestinal y/o en una ubicacion diferente en el tracto intestinal, dando como
resultado una flora mejorada y una mayor diversidad de bacterias.
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[0020] La presente invencion proporciona una composicion que preferiblemente comprende un sacarido A hidrosoluble
no digerible y un sacarido B hidrosoluble no digerible. Sacarido A y sacarido B tienen diferentes enlaces glicosidicos, un
grado diferente de polimerizacién y/o una composicion monosacarida diferente. Preferiblemente, el sacarido A es un
GAL-oligo.

[0021] Segun una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el porcentaje de al menos una unidad de
monosacarido seleccionado del grupo que consiste en glucosa, fructosa y galactosa en el sacarido A es de al menos
40% mayor al porcentaje de la misma unidad de monosacarido en el sacarido B, preferiblemente al menos 50%, mas
preferiblemente al menos 75%, incluso mas preferiblemente al menos 90%. Una diversidad aumentada de unidades
monosacaridas estimula una poblacién mas amplia de bacterias intestinales (beneficiosas), dando como resultado una
flora mejorada. El porcentaje de una unidad monosacarida en el sacarido puede ser simplemente calculado dividiendo el
numero de las unidades de monosacarido respectivas (p. ej. glucosa) presente en el sacarido entre el numero total de
las unidades de monosacarido presentes en este sacarido.

[0022], Preferiblemente los sacaridos hidrosolubles no digeribles A y B tienen un grado de polimerizacion (DP) entre 2 y
200. Preferiblemente al menos 80 % en peso, mas preferiblemente al menos 95 % en peso, de la forma mas preferible
al menos 98 % en peso del peso acumulativo del sacarido A y B hidrosoluble, no digerible tiene un grado de
polimerizaciéon (DP) debajo de 100, mas preferiblemente debajo de 60, de la forma mas preferible debajo de 40. El
inferior DP reduce ventajosamente la viscosidad y aumenta la fermentabilidad de los sacaridos no digeribles.
Preferiblemente, al menos 50 % en peso, mas preferiblemente al menos 75 % en peso del peso acumulativo de los
sacaridos A y B, hidrosolubles no digeribles tienen un DP de 2 a 8. Usando una mezcla con un porcentaje de peso alto
de sacaridos con un bajo DP la fermentabilidad y el efecto estimulador en el crecimiento de las bacterias del acido latico
y bifidobacteria sera aumentada.

[0023] Segun una forma de realizacion preferida de la presente invencién, el DP del sacarido A soluble en agua no
digerible es al menos 5 unidades de monosacarido inferior al DP del sacarido B hidrosoluble no digerible,
preferiblemente al menos 10, incluso mas preferiblemente al menos 15. Incluir un sacarido con un grado aumentado de
polimerizacién reduce la carga osmotica, y produce una fermentacion prolongada a lo largo del colon, mejorando asi la
estimulacion de bacterias beneficiosas también en partes mas distales del colon. Preferiblemente, el sacarido A
hidrosoluble no digerible tiene un DP de 2-10, mas preferiblemente 2-8. Preferiblemente, el sacarido B hidrosoluble agua
no digerible tiene DP de 11-100. Los sacaridos A y B hidrosolubles, no digeribles con un diferente DP pueden tener el
mismo 0 una composicion monosacarida ligeramente diferente, preferiblemente diferentes composiciones de
monosacaridos.

[0024] En una forma de realizacion preferida de la presente invencioén el porcentaje de al menos un enlace glicosidico de
un sacarido A hidrosoluble no digerible basado en enlaces glicosidicos totales presentes en sacarido A es al menos
40% mayor que el porcentaje del mismo enlace glicosidico en sacarido B hidrosoluble no digerible, preferiblemente al
menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos 75%. El término "enlace glicosidico" como se usa en la presente
invencion se refiere a un enlace C-O-C formado entre los anillos de dos unidades de monosacarido ciclicas por la
eliminacion de agua. Una diversidad aumentada en enlaces glicosidicos estimula una gama mas amplia de bacterias
beneficiosas. Los enlaces glicosidicos difieren en que de manera covalente enlazan atomos de carbono en las unidades
de monosacarido en posiciones diferentemente numeradas, y/o que estos forman enlaces a o 3. Ejemplos de diferentes
enlaces glicosidicos que tienen lugar en sacaridos hidrosolubles, no digeribles son enlaces $ (1,3), a (1,4), B (2,1), a
(1,2), y B (1,4). Preferiblemente los enlaces glicosidicos en sacarido A hidrosoluble, no digerible comprenden al menos
40% de enlaces glicosidicos (3(1,4), mas preferiblemente al menos 75%. Los enlaces glicosidicos en sacarido B
hidrosoluble, no digerible comprenden preferiblemente al menos 40% de enlaces glicosidicos B (2,1) , mas
preferiblemente al menos 75%.

[0025] En una forma de realizacion preferida la presente composicion contiene una combinaciéon de Gal-oligo y un
sacarido hidrosoluble no digerible seleccionado del grupo que consiste en fructopolisacaridos (tal como inulina), mas
preferiblemente una combinaciéon de GAL-oligo que tiene un DP entre 2 y 10 y un sacarido hidrosoluble no digerible
seleccionado del grupo que consiste en fructopolisacaridos y fiuctooligosaccharidos, de la forma mas preferible una
combinacioén de transgalactooligosacaridos e inulina.

[0026] Preferiblemente el Sacarido A y un Sacarido B estan en una proporcién en peso de 3/97 a 97/3, mas
preferiblemente 5/95 a 95/5. Tener ambos sacaridos A y B presentes en una proporcion relativa suficiente, tendra un
mejor efecto en la flora. De la forma mas preferible la proporcién en peso del Sacarido A a B es 2/3 a 95/5. Un exceso
ligero del sacarido A, que es preferiblemente un GAL- oligo y/o un oligosacarido, se prefiere ain mas porque este
tendra un mejor efecto en la flora.

Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA)

[0027] Preferiblemente, la presente composicion comprende adicionalmente acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga y/o cadenas de acilo de grasas poliinsaturadas de cadena larga (LC-PUFA). EI término LC-PUFA en la presente
invencion se refiere a un acido graso o cadena de acilo graso con una longitud de 20 carbonos o mas y al menos dos
enlaces insaturados. Preferiblemente, la composicion comprende un LC-PUFA seleccionado del grupo que consiste en
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acidos eicosapentaenoicos y/o cadena de acilo (EPA), acido docosahexaenoico y/o cadena de acilo (DHA) y acido
araquidoénico y/o cadena de acilo (AA). En una forma de realizacion la composicion comprende DHA. En otra forma de
realizacién la composicion comprende AA. Mas preferiblemente la composicion comprende DHA y AA. LC-PUFA
refuerzan ventajosamente el sistema inmunolégico del bebé por nacer. Por lo tanto, la administracién de una
composicion que comprende tanto un oligosacarido hidrosoluble no digerible y LC-PUFA a una mujer embarazada
tendra un efecto mejorado en el sistema inmunolégico del bebé en comparacion con el sacarido hidrosoluble, no
digerible.

[0028] La proporcion en peso EPA/DHA es preferiblemente 1 o inferior mas preferiblemente inferior a 0,5. Los LC-PUFA
se pueden proporcionar como acidos grasos libres, en la forma de triglicéridos, en la forma de fosfolipido, o como una
mezcla de uno de mas de los anteriores. La presente composicion preferiblemente comprende al menos uno de AA y
DHA en la forma de fosfolipido. Preferiblemente la proporcion en peso DHA para AA es entre 0.1 y 20, mas
preferiblemente entre 0.5y 5.

[0029] Preferiblemente la composicion comprende de 50 a 3000 mg LC-PUFA por dosis diaria, mas preferiblemente de
100 a 1500 mg, de la forma mas preferible 200 a 500 mg.

Otros componentes

[0030] En una forma de realizacidn preferida la composiciéon adicionalmente comprende probidticos. Probidticos en la
presente invencion se refieren a microorganismos, que con la administracién ejercen un efecto beneficioso en el
huésped. Los probidticos tienen efectos beneficiosos en la flora intestinal, flora vaginal y/o el sistema inmunoldgico de
mujeres embarazadas y su bebé por nacer, por lo tanto la combinacién de un sacarido hidrosoluble, no digerible y
probidticos tendran un efecto superior en la flora intestinal y/o sistema inmunoldgico de ambos. Preferiblemente, los
probidticos son seleccionados del grupo que consiste en el Lactobacillus y la Bifidobacterium. Mas preferiblemente, el
probidtico es seleccionado del grupo que consiste en Lactobacillus accidophilus group, L. rhamnosus, L. casei, L.
paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. fermentum, Bifidobacterium infantis, B. animalis subsp. lactis, B. breve, B. longum,
y B. bifidum. Incluso mas preferiblemente, los probioéticos son L. paracasei y/o B. breve, puesto que la administracion de
sacarido hidrosoluble no digerible estimula la mayoria de las especies de poblaciones de Lactobacillus y Bifidobacterium
en la misma medida, pero estimula B. breve y L. paracasei en menor medida. Puesta que las bifidobacterias son mas
dominantes en la flora intestinal de los bebés que los lactobacilos, B. breve son las mas preferidas. Preferiblemente, los
probidticos estan presentes en una dosis diaria de 1x10° unidades formadoras de colonias (UFC) a 1x1013 (ufc), mas
preferiblemente 1x10” a 1x10"", de la forma mas preferible 1x10% a 1x10" de cada probiodtico diferente.

[0031] La composicién comprende adicionalmente vitaminas y minerales beneficiosos para mujeres embarazadas.
Frecuentemente, suplementos que comprenden vitaminas y minerales son ingeridos por mujeres embarazadas para su
beneficio o el del feto. La inclusion de estas vitaminas y minerales en la presente composicion reduce convenientemente
la cantidad de composiciones que se deben tomar por mujeres embarazadas. Preferiblemente, la composicion
comprende al menos un componente, mas preferiblemente al menos tres componentes, de la forma mas preferible al
menos seis componentes seleccionados del grupo que consiste en acido félico, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6,
vitamina A, vitamina D, hierro, zinc, y yodo. Preferiblemente, estos componentes estan presentes en una dosis diaria de
25 a 100 % de la cantidad diaria recomendada (RDA), mas preferiblemente entre 45 a 100 %. Preferiblemente la
vitamina A se suministra como B-caroteno.

La composicién

[0032] La composicion comprende el sacarido hidrosoluble, no digerible que se puede administrar a las mujeres
embarazadas en forma de una barra, una capsula, una pastilla, un liquido, o un polvo.

[0033] Preferiblemente, la composicion es un liquido a base de leche, que comprende grasas, proteinas y carbohidratos
digeribles. Preferiblemente el contenido de grasa del liquido a base de leche es inferior a 2 g/l con el de mantener baja
la cantidad de calorias por ser consumidas. Preferiblemente este liquido a base de leche se envasa en una botella o
tetrabrik con un volumen de 50 a 1000 ml, mas preferiblemente de 60 a 500, de la forma mas preferible de 75 a 125 ml.
Preferiblemente, la composicion es una barra, es decir una composicion soélida, masticable con una actividad de agua
debajo de 0,8, preferiblemente debajo de 0,65. Preferiblemente, la composicidon es un polvo, envasado en el sobre que
comprende de 1 a 10 g, mas preferiblemente 1,5 a 7 g, de la forma mas preferible 2a 5 g.

Dosis

[0034] En el presente método, preferiblemente el presente sacarido se administra a las mujeres embarazadas en una
cantidad entre 0,5 y 50 g al dia, preferiblemente entre 3 y 25 g al dia de la forma mas preferible entre 6 y 12 g al dia.
Preferiblemente, esta dosis diaria se administra en una racién al dia. Preferiblemente, esta dosis diaria se divide en 2 o
3 0 4 raciones, que son consumidos 2,3 o 4 veces al dia, respectivamente.

[0035] Preferiblemente, la composicién se administra a las mujeres embarazadas al menos 2 semanas antes de la fecha
prevista para el parto, mas preferiblemente al menos 6 semanas, de la forma mas preferible al menos 12 semanas.
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Aplicaciones

[0036] Dependiendo de la jurisdiccion debe entenderse que en la parte a continuacién donde se menciona un método de
un tratamiento determinado, dicho método comprende una administracién de una cantidad eficaz de una composicion
como se ha descrito anteriormente o administrar una cantidad eficaz de al menos un sacarido hidrosoluble no digerible a
una embarazada, este también se refiere al uso de al menos un sacarido hidrosoluble no digerible para la preparacion
de una composicion para dicho fin. Ambas maneras de poner la presente invenciéon en palabras estan también cubierto
por la redacciéon como la presente composicion que se usa para un fin determinado o la administracion de la presente
composicion se usa para un fin determinado.

[0037] Es provisto un método para mejorar la flora intestinal y/o el sistema inmunolégico de un bebé, comprendiendo
dicho método una administracion de la composicion de la presente invencién, es decir una composicién que comprende
sacaridos hidrosolubles no digeribles, a una mujer embarazada de dicho bebé.

[0038] En una forma de realizacion el sistema inmunoldgico del bebé es reforzado. Reforzar el sistema inmunolégico en
la presente invencioén se refiere a mejorar, estimular y/o reforzar el sistema inmunolégico. Preferiblemente la mejora, la
estimulacion y/o el refuerzo es con respecto a un grupo de control, que en el contexto de esta invencion significa
respecto a una embarazada que no ha ingerido un sacarido hidrosoluble no digerible. Los inventores observaron que la
administracion de un sacarido hidrosoluble no digerible condujo al sistema inmunoldgico neonatal hacia una respuesta
Th1 y/o mejord el equilibrio Th1/Th2. Se descubrié que antes del parto el sistema inmunolégico del nifio no nacido se
prepara por refuerzo de los receptores CD14 y TLR 2.

[0039] En una forma de realizacion, la administracion de un sacarido hidrosoluble no digerible a mujeres embarazadas
se usa para evitar el inicio de enfermedades atépicas en el bebé. En una forma de realizacién la composicion se
administra a mujeres embarazadas para prevenir la frecuencia y/o reducir la gravedad de alergia (es decir. alergia
alimenticia), eczema (es decir. dermatitis atopica), asma, rinitis, fiebre de heno, rinoconjuntivitis, y/o sibilancia en el
bebé, de la forma mas preferible alergénico y/o dermatitis atdopica. EL eczema, es decir, dermatitis atdpica, se
caracteriza por una piel seca y/o roja y/o pruriginosa.

[0040] En una forma de realizacion la administracion del sacarido hidrosoluble no digerible a las mujeres embarazadas,
se utiliza para mejorar la flora intestinal del bebé. La administraciéon de la presente composicién es en una forma de
realizacién usada para el aumento del porcentaje de bifidobacteriana y/o lactobacilos en el colon y/o heces basada en
bacterias totales presentes en la flora y/o heces del bebé después del nacimiento. Una flora rica en bifidobacterias y/o
lactobacilos fortalece el sistema inmunoldgico del bebé y mejora la salud gastrointestinal. Una salud gastrointestinal
mejorada se refiere a una frecuencia reducida de infecciones gastrointestinales, un duracién mas corta de infecciones
intestinales, una frecuencia y gravedad reducidas de inflamacién gastrointestinal, una frecuencia y/o gravedad reducida
de diarrea, estrefiimiento reducido, o calambres reducidos en comparacién con la salud gastrointestinal de un bebé cuya
madre durante el embarazo no ingiere la presente composicion que comprende un sacarido hidrosoluble digerible.
Fortalecer o fortalecido y mejorar o mejorado en el contexto de esta invencion es con respecto a un bebé cuya madre
durante el embarazo no ha ingerido la presente composicion que comprende un sacarido hidrosoluble, no digerible o
con respecto a una embarazada que no ha ingerido la presente composicion que comprende un sacarido hidrosoluble,
no digerible. Un sistema inmunoldgico reforzado tendra un efecto preventivo en enfermedades atdpicas y/o infecciones
respiratorias. En una forma de realizacion la administracion de la presente composicion a una mujer embarazada se
utiliza para prevenir y/o reducir la gravedad de trastornos seleccionados del grupo que consiste en alergia (es decir.
alergia alimentaria), eczema (es decir dermatitis atépica), asma, rinitis, fiebre de heno, rinoconjuntivitis, sibilancia,
infecciones intestinales, infecciones vaginales, infecciones respiratorias, diarrea, estrefiimiento, calambres e inflamacion
intestinal en el bebé después del nacimiento. En una forma de realizacién la administracion de la presente composicion
a una mujer embarazada se utiliza para prevenir trastornos seleccionados del grupo que consiste en infecciones
intestinales, infecciones respiratorias, diarrea, estrefiimiento, calambres y/o inflamacion intestinal del bebé después del
nacimiento.

[0041] Los paquetes que comprenden la presente composiciéon segun la invencion con un texto declarando que después
del consumo de la composicion una embarazada le dara a su bebé el mejor comienzo después de nacer, por ejemplo
con relacién a la colonizacién intestinal, la flora intestinal, la composiciéon de la flora y/o el sistema inmunolégico, por
ejemplo, defensa inmunolégica o el refuerzo o la inmunidad fortalecida, mejorada o reforzada, también se encuentran
comprendidos.

Ejemplos

Ejemplo 1 prueba clinica

[0042] Un estudio prospectivo, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo fue realizado con un disefio de grupo
paralelo que fue realizado con un total de 33 voluntarias embarazadas sanas. Ellas recibieron o bien el suplemento

experimental o un placebo desde la semana 25 de gestacion hasta el parto. El suplemento experimental estaba basado
en oligosacaridos no digeribles, y comprendia 3 g de GOS (de Vivinal GOS, Borculo Domo, Paises Bajos) mas inulina
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(RaftilinHP, Orafti, Bélgica), en una proporcion 9:1 peso/peso y 3 g de maltodextrina digerible. Este suplemento fue
tomado 3 veces al dia. El suplemento de control estaba compuesto de 6 g de maltodextrina digerible.

[0043] Una muestra de deposicion fue tomada antes de la primera suplementacion, a la semana 25 de gestacion. Una
segunda muestra de deposicion fue tomada durante la ultima visita de hospital de rutina estandarizada antes del parto.
En el parto, se obtuvo una muestra de sangre de corddn de la vena umbilical placentaria. El dia 5, dia 20 y el mes 6
después del parto fueron obtenidas muestras de deposicion de los neonatos.

[0044] La flora microbiana de las muestras de deposicion neonatal y materna fueron analizadas por FISH y PCR en
tiempo real. La sangre de cordén (CB) fue caracterizada fenotipicamente utilizando analisis FACS y ensayos de
estimulacion en vitro con mitégenos y alergenos.

[0045] Los siguientes parametros fueron medidos utilizando métodos conocidos en la técnica:

a) respuesta inmune innata

Las células NKT, la frecuencia de los receptores de células T monoclonales (es decir region N homogénea de Va24JaQ
TCR, la cuantificacion de los receptores como una herramienta que expresa las células (TLR2, TLR4); recuento de
granulocitos. Actividad de las células NK

b) respuesta inmune adaptativa

Subconjuntos de linfocitos eran por citometria de cuatro colores. La caracterizacién de la citocina mRNA relacionada
con TH1/TH2 y los modelos de receptores de quimiocina (TNF-a, INF-g, IL-4, IL-8; IL10; IL-12; IL-13, TGFR, CD25,
CD45RA, CD45R0O, CTLA-4, CCR3, CCR4, CCR5; CXCR3) en células no estimuladas fueron determinados en RT PCR
en tiempo real y después de la estimulacion de sangre completa con ConA / PHA y LPS ex vivo. Se determinaron
analisis de la proporcion de produccion de citocina-TH1/TH2 dentro de subconjuntos de células T CD4" y CD8".

[0046] Muestras de sangre corticales de la placenta fueron obtenidas de 28 partos y se estimularon con Concanavalina
(ConA)) / (PHA), lipopolisacarida (LPS), enterotoxina estafilocécica B (SEB), B-lactoglobulina (BLG), principal alérgeno
de acaro en polvo doméstico de Dermatophagoides pteronissinus (Der p1), ovalbdmina (ovarios), durante 24 h.

[0047] Lnfocitos T de CB (50 pL muestras de sangre entera) fueron manchados con FITC-, PE-, PC5-, o anticuerpos
monoclonales apropiadamente diluidos marcados de APC contra CD4, CD8, CD45RA, CD45R0O, CD25; CD69, CCR4,
CCR5; CD14, CCR1, CCR2, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CRT2 humanos y controles
isotipos apropiados. Después de la coloracion, se lisaron los eritrocitos contaminantes. Los porcentajes de los
receptores de quimiocina (CKR") y de CKR*CD45RA™ que expresan linfocitos dentro de la poblacién del CD4" T auxiliar
(Th), y los porcentajes de CKR" que expresan las células que se expresan las células dentro de la poblacion CD4"
CD45RA" fueron analizados. El mismo procedimiento de andlisis fue realizado en el CD8" T citotdxico (Tc) y CD8"
CD45RA" y poblaciones de linfocitos CD8'CD45RA+. Para CXCR4 se determind la intensidad de fluorescencia media
(MF1). Se determind la expresién de CD4" CD25%™ en las células reguladoras T.

Ensayo entero de estimulacién de CB

[0048] CB heparinizada fue diluida de 1 a 5 en RPMI-1640.

Partes alicuotas de 1 mL de CB diluida fueron estimuladas con concavalina A (con A 50 pg/mL), beta-lactoglobulina
(100 pg/mL BLG), ovalbumina (100 pug/mL ovarios), lipopolisacarido (0.1 pg/mL LPS), enterotoxina estafilocdcica B (0.1
pg/mL SEB), Dermatophagoides pteronyssinus (10 ug/mL Der p1) o solo medio en una placa de cultivo de 24 pocillos.
Las células fueron incubadas a 37 °C en un 5% en una atmdsfera de CO; durante 24 h o0 48 h y sobrenadantes fueron
almacenados a - 80 °C para un analisis de citocina.

Colecciéon Multiplex

[0049] Las citocinas fueron cuantificadas en los sobrenadantes de cultivo con un ensayo de flujo multiplex humano,
basado en particulas, citométrico. Concentraciones de TNF-a, IFN-y, IL-1 B, IL-2, IL-4; IL-10, GM-CSF, G-CSF en los
sobrenadantes fueron directamente medidas sin otra dilucion. Para determinar IL-6, IL-8, MCP-1 y MIP-13 los
sobrenadantes fueron diluidos 1:10 en RPMI. Las diferencias en la expresién de citocina, en comparacion con el control
negativo, fueron determinados y concentraciones fueron normalizadas al numero de linfocitos (para IL-2) y leucocitos
totales (para todas las demas citocinas) obtenido del recuento de sangre completo (pg/ml/células 10E3 ).

[0050] A pesar de las grandes variaciones intraindividuales en la microflora materna, la carga bacteriana total y los
numeros medianos de células/ml de bifidobacterias y lactobacilos no diferian entre ambos grupos antes del inicio de
suplementacion. Sin embargo, fue observado tras la suplementacion con el suplemento que comprende GOS e inulina
un porcentaje aumentado de bifidobacterias totales y lactobacilos en la flora fecal de la embarazada. Ver tabla 1. En las
muestras de deposicion materna, B. catenulatum, B. infantis y L. acidophilus fueron las especies mas frecuentes en
ambos grupos antes y después de la suplementacion.

[0051] Las heces de los bebés de madres del grupo experimental contenian el dia 5 después del parto, 7,4 %
lactobacilos (n=17, e.t. 3,0), mientras que las heces de bebés de madres del grupo de control, al dia 5 después del
parto solo contenian 2,4 % lactobacilos (n=16, e.t. 0,9).
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[0052] Comparaciones dentro del grupo de bebés mostraban un aumento significativo en los nimeros de lactobacilos en
el grupo de placebo [p=0,038; pt] dede el dia 20 hasta el dia 182. Este efecto fue confirmado por un analisis de FISH [p=
0.018; pt]. El porcentaje de neonatos positivos para L. acidophilus aumentd en el grupo de placebo desde el dia 20
hasta el dia 182 [p=0.016]. Esta diferencia fue confirmada por un analisis gPCR (p=0.012).

[0053] Los andlisis FACS de sangre del corddn revelaron niveles significativamente mas bajos de intensidad de
fluorescencia TLR2" en monocitos CD14" en el grupo experimental (p<0,05). Los niveles de expresién alterados de
CD14+ y TLR2+ indican que el sistema inmunoldgico neonatal antes del parto se dirige hacia una respuesta de Th1 mas
rapida después del parto.

Tabla 1 Porcentaje de bifdidobacterias y lactobacilos en heces de mujeres embarazadas que consumen una mezcla de
GOS e inulina (experimental) o (control) de maltodextrina.

Medio Experimental [ Medio Experimental | Control medio (s.e.) % | Control medio (s.e.) %
(s.e.) % (s.e.) % lactobacilos? | bifidobacteria® lactobacilos®
bifidobacterias?

T=1° 13.0 (1.7)° 8.6 (2.0) 18.5 (4.1) 5.4 (1.9)

T=2° 24.1 (2.6) 9.9 (1.7) 14.7 (3.5)¢ 7.8 (1.9)

a Las bifidobacterias fueron cuantificadas con FISH, lactobacilos fueron cuantificados por PCR en tiempo real .

b t=1 en la semana 25 de la gestacion , antes del comienzo de la suplementacion, t=2 es en la ¢ltima visita del
hospital antes del parto.

c Diferencia estadisticamente significativa, p < 0.05, entre t=1y t=2

d Diferencia estadisticamente significativa, p < 0.05, entre un grupo de control y experimental.

[0054] Para probar si la suplementacién prebiética materna afectaba a la inmunidad fetal, fue realizado un analisis
exhaustivo fenotipico de un subconjunto de linfocitos. Las células auxiliares (Th) CB CD4" y células CD8'T citotoxicas
(Tc) expresaron predominantemente el fenotipo naive (CD45RA’) (> 84%) mientras que menos del 13% expresaron
CD45R0O". La proporcion de CD4*/CD8" al igual que los porcentajes de CD4'CD45RA", CD8"CD45RA", CD4'CD45R0O"
y CD4" CD45RO" no diferian significativamente entre los grupos de prebidtico y de placebo. A diferencia de la
frecuencia alta de células CCR7" (>87.3%), todos los otros CKR fueron expresados en una frecuencia muy baja en
ambas células CD4" y CD8". El MFI de CXCR4 fue alto en ambos subgrupos CD4" y CD8", mientras que CXCR3 fue
sélo expresado en una frecuencia alta en células CD8". Los andlisis de la frecuencia de linfocitos CKR" dentro de
subgrupos de células T CD4", CD8", CD4"CD45RA" y CD8'CD45RA" CB, al igual que la proporcién Th1/Th2
(CXCR3/CCR4 y CCR5/CCR4) en los subgrupo diferentes CD4" y CD8", no diferian significativamente entre los dos
grupos. El marcador de activacion temprana CD69 al igual que el marcador de activacion tardia CD25 fueron
expresados a niveles similares en los subgrupos CD4" diferentes en ambos grupos (datos no mostrados). Ninguna
diferencia fue observada en la frecuencia de subgrupos de células CD4" T que expresan CD25%% (mediana: 1.5 contra
1.4; p=0.683).

[0055] Los analisis comparativos de produccion de perfil de citocina derivada de leucocito por cultivos enteros de CB
estimulados con mitégeno y alérgenos durante 24 h revelaron modelos tipicos de expresion de citocina. No se
observaron diferencias significativas entre los dos grupos de suplementacion, al analizar las concentraciones de citocina
producidas por estimulos diferentes (aparte de G-CSF (p<0.03 para Der p1, BLG y OVA).

[0056] Estos resultados indican que la suplementacién con sacaridos no digeribles hidrosolubles dio como resultado un
porcentaje aumentado de bifidobacterias y lactobacilos en la microflora intestinal de las mujeres embarazadas. Este
produce una inoculacién mejorada del intestino del bebé durante el nacimiento y la colonizaciéon después del nacimiento
con lactobacilos y/o bifidobacterias. Especialmente la presencia de lactobacilos muy poco después del nacimiento es de
importancia, ya que los lactobacilos tienen una capacidad alta de acidificacién del colon, con lo que el ambiente
intestinal posteriormente es mas adecuado para las bifidobacterias y menos adecuado para patdgenos entéricos.
Ademas, estos resultados indican que esta suplementacion mejora el sistema inmunolégico del bebé no nacido y del
bebé durante y después del nacimiento.

Ejemplo 2

[0057] 100 ml de una composicién liquida a base de leche envasada en una botella de 100 ml comprende:
- 8.1 g transgalacto-oligosacarido, (originado de Vivinal GOS)

- 0.9 g fructopolisacarido (originado de RaftilineHP)

- 750 mg aceite de pescado y aceite de onagra, que comprende
¢ 300 mg DHA
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c 42 mg EPA

c 8.4 mg AA

¢ 8.4 mg de acido docosapentaenoico (DPA)
¢ 15 mg de acido gamma linoleico (GLA)
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de un sacarido hidrosoluble no digerible para la produccién de una composicion, donde la composicion se
administra a una mujer embarazada de un bebé, para

i. mejorar el desarrollo de la flora intestinal de un bebé después del nacimiento;
ii. reforzar el sistema inmunoldgico y/o prevencion de trastornos relacionados con el sistema inmunologico del
bebé después del nacimiento

con la condicién de que la composicion no comprenda Lactobacillus GG.

2. Uso segun la reivindicacion 1, donde la composicién se administra a una mujer embarazada de un bebé para la
prevencion de al menos un trastorno seleccionado del grupo que consiste en alergia, eczema, asma, rinitis, fiebre de
heno, rinoconjuntivitis, sibilancia, infecciones intestinales, infecciones vaginales, infecciones respiratorias, diarrea,
estrefiimiento, calambres e inflamacién intestinal en el bebé después del nacimiento.

3. Uso de un sacérido hidrosoluble, no digerible para la producciéon de una composicién, donde la composicion se
administra a una mujer embarazada de un bebé, para
i. reforzar el sistema inmunoldgico de un bebé antes del nacimiento con la condiciéon de que la composicion no
comprenda Lactobacillus GG.

4. Uso segun la reivindicacion 1-3, donde el sacarido se administra en una dosis de 0.5 a 50 g/dia, durante al menos 2
semanas antes del parto.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes
- para estimular la colonizacion bacteriana del intestino del bebé después del nacimiento y/o
- aumentar el porcentaje bifidobacteriano y/o lactobacilos basado en bacterias totales en el colon y/o heces del
bebé después del nacimiento.

6. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde el sacarido comprende al menos 50% de unidades
de monosacarido de galactosa basadas en el numero total de unidades de monosacarido presentes en el sacarido.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde el sacarido es seleccionado del grupo que consiste
en transgalactooligosacaridos, galactooligosacaridos, lacto-N-tetraosa (LNT), lacto-N-neotetraosa (neoLNT), fucosil-
lactosa, LNT fucosilada y neo-LNT fucosilado, y alfa-galacto-oligosacarido, preferiblemente transgalactooligosacarido.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la composicion comprende, sacarido A hidrosoluble
no digerible y un sacarido B hidrosoluble no digerible, donde sacarido A y sacéarido B tienen i) enlaces glicosidicos
diferentes, ii) grado diferente de polimerizacion, y/o iii) composicion monosacarida diferente.

9. Uso segun la reivindicacion 8 donde el sacarido A comprende al menos 50% de unidades de galactosa basadas en

un numero total de unidades de monosacarido presentes en el sacarido de A y donde el sacarido B es seleccionado del
grupo consistiendo en fructopolisacaridos y fructooligosacaridos, preferiblemente inulina.
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