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DESCRIPCION
Uso de Lactobacillus para aumentar la absorciéon de un metal elegido entre Fe, Zn, Ca y sus iones
Area técnica de la invencién

La presente invencion se refiere a la utilizacion de al menos una cepa especificada de Lactobacillus plantarum para
aumentar la absorcion, en un mamifero, de metales o iones metalicos escogidos entre Fe y sus iones. La invencion
se refiere ademas a una composicion farmacéutica que contiene al menos una cepa especificada de Lactobacillus
plantarum, para usar en el tratamiento de la anemia

Antecedentes técnicos

La deficiencia de hierro y los bajos depdsitos de hierro son frecuentes en nifios, adolescentes y mujeres en edad
fértil, tanto en Occidente como en los paises en desarrollo. Una causa de la deficiencia de hierro es la baja
biodisponibilidad del hierro de los alimentos, que se debe parcialmente a factores inhibidores de la dieta, como &cido
fitico y compuestos fendlicos. Otros factores mejoran la absorcién de hierro. Estos incluyen tejido muscular, acido
ascorbico y algunos otros acidos organicos.

El acido fitico se encuentra principalmente en la fraccion de fibra de los cereales, verduras y frutas. El efecto
inhibitorio del acido fitico se debe a la formaciéon de complejos insolubles con hierro al pH intestinal. Una reduccion
en el contenido de acido fitico en esos alimentos o una manera de inhibir la unién del complejo con el hierro
eliminaria el problema de la baja absorcion de hierro de los alimentos que son ricos en él y que de otro modo son
considerados saludables y nutritivos. El acido fitico es hidrolizado por las fitasas que se encuentran en ciertas
plantas, microorganismos vy tejidos animales. La mayoria de las fitasas de los cereales tienen un pH 6ptimo en el
rango de 5.0 a 5.6. Bajando el pH de los alimentos se pueden activar las fitasas endégenas de los cereales y
verduras, y reducir asi el contenido de acido fitico, como por ejemplo en la fermentacién acida de la masa.

EP 1 003 532 describe el uso de lactobacilos en la preparacion de composiciones entéricas no fermentadas para
facilitar o aumentar la absorciéon de minerales de la dieta. Los Unicos experimentos realizados alli para respaldar la
absorcion reivindicada es un modelo in vitro de las respuestas de calcio o del transporte de calcio utilizando lineas
intestinales Caco-2 (una linea de células cancerigenas).

De conformidad con la presente invencion se ha realizado la absorcion de un metal o ion metalico en un estudio in
vivo en humanos. Se encontré sorprendentemente que no todos los lactobacilos tienen la absorcién deseada que se
reivindica en EP 1 003 532. Se encontré ademas que ciertas cepas especificas de Lactobacillus plantarum logran
una sorprendentemente buena absorcién de dichos metales o iones metalicos en el organismo.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere en un aspecto al uso de al menos una cepa de Lactobacillus plantarum elegida del
grupo que consiste en Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843,
Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312 y Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313, para la preparacion
de una composicién para aumentar la absorcién de al menos un tipo de metal o ion metalico elegido entre Fe y sus
iones, en un mamifero, preferentemente un ser humano.

Al proporcionar el uso de las composiciones mencionadas previamente, se puede mejorar significativamente la salud
general de los mamiferos, preferentemente los seres humanos y especialmente las mujeres y los nifios gracias a la
mayor absorcion de dichos metales o iones metalicos en el organismo. Por lo tanto, el cuerpo humano puede hacer
uso de una porcidon mas grande de los metales o los iones metalicos de los alimentos consumidos, lo que resulta en
un mejor estado de salud general y que las personas se sientan mejor. Otra ventaja de la invencion es que los
individuos no necesitan aumentar el consumo de los respectivos metales o iones metalicos, como Fe, para lograr la
absorcién deseada. Esta tendra lugar sin la adicién de cantidades complementarias de los respectivos metales o
iones metalicos. Por consiguiente, se pueden evitar los efectos negativos que pudieran derivarse de un aumento en
el consumo, por ejemplo de Fe, que en el pasado era la manera de aumentar la absorcion de un determinado metal.
Los ejemplos de tales efectos negativos que se pueden evitar con la presente invencién son cancer de colon; se ha
visto, por ejemplo, que un consumo demasiado alto de Fe puede derivar en cancer de colon, véase por ejemplo "lron
intake and the risk of colorectal cancer", Wurzelmann JI et al, in Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 1996 Jul;
5(7):503-7.

La invencién se refiere en otro aspecto a una composicion farmacéutica que contiene al menos una cepa de
Lactobacillus plantarum elegida del grupo que consiste en Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus
plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312, Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM
15313 y Lactobacillus plantarum HEAL 99, DSM 15316.
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Cualquier trastorno o enfermedad en los que haya una deficiencia de uno de los metales o iones metalicos
mencionados antes, se puede tratar o prevenir con el uso de una composicién farmacéutica de acuerdo con la
invencion.

Descripcion de la invencion

En una realizacion de la invencién, dicho al menos un metal o ion metalico se elige del grupo integrado por Fe y sus
iones. Es posible ademas que dicho al menos un metal o ion metalico esté asociado a otro elemento o unido a un
complejo con otro elemento. Por lo tanto, puede tener lugar la mayor absorcion de cualquiera de los metales o iones
metalicos mencionados, aunque los metales o iones metalicos existan en otra forma.

En otra realizacién de la invencion dicha composicién contiene un material portador. Dicho material portador se
puede elegir entre el grupo integrado por papilla de harina de avena, alimentos fermentados por acido lactico,
almidén resistente, inulinas, fructanos y alcoholes de azucar, fibras vegetales, carbohidratos, proteinas, proteinas
glucosiladas y lipidos. El portador puede ser ademas una combinaciéon de los portadores mencionados antes,
proporcionando una mezcla de, por ejemplo, un lipido, un carbohidrato y una proteina. Dicho material portador se
puede fermentar con una o mas de las cepas elegidas del grupo que consiste en Lactobacillus plantarum 299, DSM
6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312 y Lactobacillus
plantarum HEAL 19, DSM 15313.

En otra realizacion de la invencién dicha composicién se elige del grupo compuesto por un producto alimenticio, un
suplemento alimenticio, un producto nutritivo, un alimento funcional y un alimento médico. Dicho producto alimenticio
se puede elegir del grupo integrado por bebidas, yogures, jugos, helados, panes, galletas, cereales, barritas
nutritivas y pastas para untar. Las composiciones mencionadas pueden ser fermentadas o no fermentadas, se
prefieren las composiciones fermentadas.

En otra realizacion dicha composicion contiene al menos uno de los metales o iones metalicos elegidos del grupo
integrado por Fe y sus iones. Al incluir los metales y iones metalicos en la composicion que se va a tomar se puede
observar una absorcion incluso en vista del incremento de la concentracion.

En otra realizacion dlcha al menos una cepa de Ia composicion estd presente en una cantldad entre
aproximadamente 1 x 10° y aprOX|madamente 1 x 10" UFC , preferentemente entre 1 x 10° y 1Xx 10", y mas
preferentemente entre 1 x 10°y 1 x 10"

En otra realizacion mas de la invencién dicha composicion farmacéutica es una formulacion liquida o una
formulacion soélida. La formulacién sélida se puede elegir del grupo integrado por comprimidos, comprimidos para
chupar, golosinas, comprimidos masticables, gomas de mascar, capsulas, sobres, polvos, granulos, particulas
recubiertas y comprimidos recubiertos, comprimidos y cépsulas con recubrimiento entérico, y peliculas y laminas
fundentes. Dicha formulacioén liquida se puede elegir del grupo integrado por soluciones, suspensiones, emulsiones
y jarabes orales.

En ofra realizacion dicha composicion farmacéutica contiene al menos un tipo de los metales o iones metalicos
elegidos del grupo integrado por Fe y sus iones. Dicho al menos un metal o ion metdlico puede estar asociado
ademas a otro elemento o unido a un complejo con otro elemento, siempre que se obtenga la absorcion deseada.

En otra realizacion dicha aI menos una cepa esta presente en la composicién farmacéutica en una cantldad entre
aproximadamente 1 x 10° y aproxmadamente 1 x 10" UFC , preferentemente entre 1 x 108 y1x 10", y mas
preferentemente entre 1 x 10° y1x 10"

Aun en otra realizacién se proporciona una composicion que contiene al menos una cepa de Lactobacillus plantarum
elegida del grupo que consiste en Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM
9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312 y Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313, en
combinacién con al menos un metal o ion metalico elegido del grupo integrado por Fe y sus iones, donde dicho al
menos un metal o ion metalico estd asociado a otro elemento o unido a un complejo con otro elemento. Dicha al
menos una cepa puede ser viable, inactivada o suprimida, o muerta. Dicha al menos una cepa también puede ser
genéticamente modificada. Mediante la administracion de una composicion de la invencion se puede promover la
salud general de los seres humanos. Especialmente la salud de las mujeres que menstrdan u otras personas con
bajos depositos de hierro puede ser promovida mediante el uso de las composiciones de la invencion. Dichos seres
humanos no necesitan estar anémicos, pero la salud general se mejoraria.

En otra realizaciéon dicha composicidén contiene un material portador, donde dicho material portador se puede elegir
entre el grupo integrado por papilla de harina de avena, alimentos fermentados por acido lactico, almidén resistente,
inulinas, fructanos y alcoholes de azucar, fibras vegetales, carbohidratos, proteinas, proteinas glucosiladas y lipidos.
Dicho material portador se puede fermentar ademas con una o mas de las cepas elegidas del grupo que consiste en
Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9,
DSM 15312 y Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313.
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En una realizacién de la invencion dicha composicion se elige del grupo compuesto por un producto alimenticio, un
suplemento alimenticio, un producto nutritivo, un alimento funcional y un alimento médico. Dichos productos
alimenticios se pueden elegir del grupo integrado por bebidas, yogures, jugos, helados, panes, galletas, cereales,
barritas nutritivas y pastas para untar. Dicha al menos una cepa esta presente en la composicién en una cantidad
entre aproximadamente 1 x 10° y aproximadamente 1 x 10" UFC, preferentemente entre 1 x 10° y1x 10", y mas
preferentemente entre 1 x 10° y1x 10",

Una "parte" de una cepa en la presente especificacion significa una parte de una célula bacteriana como una parte
de ADN, pared celular, membrana celular o cualquier otra parte de la célula bacteriana, que tenga la actividad
necesaria para aumentar la absorcion de metales o iones metalicos segun se describe en este documento. Una
parte de una cepa en el presente contexto también podria ser un homogeneizado total o parcial.

Un “metal o un i6n metalico” segun se usa en este documento significa un metal puro y un i6n metdlico,
respectivamente, como Fe. La absorcién dada a conocer en este documento puede tener lugar naturalmente, incluso
si dichos metales o iones metdlicos estan en otra forma como unidos a un complejo o asociados a otro elemento.

“Unido a un complejo con un elemento” o “asociado a un elemento” significa en este documento, cualquier forma de
metales o iones metalicos que pueda existir y en la que la absorcion deseada siga teniendo lugar.

Descripcion detallada de las realizaciones de la invencion parte experimental
Experimento 1

En el presente estudio, se estudio el efecto del L. plantarum 299v y sus productos de fermentacion, del acido lactico
y del acido acético, en la absorcion de hierro no hémico de una comida con baja biodisponibilidad de hierro usando
un disefio cruzado. Para probar el efecto especifico del L. plantarum 299v y los acidos organicos se incluyeron
cuatro papillas de avena diferentes: una papilla de avena fermentada con L. plantarum 299v activo, una papilla de
avena fermentada pasteurizada con los productos de fermentacion, pero las bacterias inactivadas, una papilla de
avena sin fermentar con el pH ajustado y una papilla de avena sin fermentar con agregado de acidos organicos.

Sujetos y métodos
Sujetos

Se ofrecieron voluntariamente setenta mujeres y se les realizé una evaluacion selectiva 2 a 4 semanas antes del
estudio. Se seleccionaron 24 mujeres para el estudio basandose en que tuvieran depdsitos de hierro relativamente
bajos pero que no estuvieran anémicas, es decir, una concentracion de ferritina sérica < 40 pg/L y una concentracion
de hemoglobina 2110 g/L. Las 24 voluntarias eran mujeres jovenes sanas con un promedio de edad (+ DE) de 25 + 4
afios, un peso promedio de 62 + 7 kg y un indice de masa corporal promedio de 21.3 + 1.9 kg/mz. Todas las
participantes eran no fumadoras y ninguna de ellas estaba embarazada ni en periodo de lactancia, ni habia tomado
vitaminas ni suplementos minerales par 2 meses antes ni durante el estudio. Dieciocho participantes usaban
anticonceptivos orales, pero ninguna estaba tomando rutinariamente algin otro medicamento. No se permitié la
donacion de sangre por=2 meses antes ni durante el estudio. Cada participante recibié informacién oral y escrita
acerca del estudio antes de proporcionar su consentimiento por escrito. El estudio fue aprobado por el Comité de
ética municipal de Copenhague y Frederiksberg, Dinamarca (expediente N° KF 01-219/03) y el National Institute of
Radiation Hygiene, Dinamarca.

Disefio experimental

El estudio fue un ensayo cruzado completamente aleatorizado, doble ciego, en el cual a cada participante se le
sirvieron 4 comidas de prueba: (A) una papilla de avena fermentada, (B) una papilla de avena fermentada
pasteurizada, (C) una papilla de avena sin fermentar (pH ajustado con acido lactico) y (D) una papilla de avena sin
fermentar con agregado de acidos organicos (acido lactico y acido acético).

La absorcion del hierro de las 4 comidas de prueba se determiné con el método de doble etiquetado con marcador
extrinseco. Utilizando este método se midié la absorcion del hierro de las 4 comidas de prueba midiendo la
absorcion del hierro de 2 comidas de prueba simultaneamente en cada uno de 2 periodos. Las dos comidas de
prueba diferentes de cada periodo se marcaron extrinsecamente con *Fe y *Fe, respectivamente, y se sirvieron
dos veces en 4 mafianas consecutivas para reducir al minimo los posibles efectos de la variacion dia a dia, por
ejemplo en el orden ABBA. Las comidas se sirvieron en los 12 érdenes posibles y se asignaron al azar a las
participantes, para que todas las comidas de prueba fueran igual cantidad de veces la primera comida servida en un
periodo. Esto era importante para poder validar el posible efecto de arrastre de la papilla de avena fermentada con
las bacterias de colonizacion vivas, dentro de un periodo.
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Las actividades de ambos isétopos se midieron en una muestra de sangre 18 dias después de la ingestion, en lo
sucesivo el segundo periodo se llevé a cabo con las restante comidas de prueba. La actividad residual del isétopo
del primer periodo se restod de los niveles de actividad del is6topo en la muestra de sangre del segundo periodo.

Composicion de las comidas de prueba y procedimiento de servicio

Las papillas de avena se prepararon a partir de harina de avena mezclada con agua, y después se trataron con
enzimas y se pasteurizaron (obtenido por Probi AB). A continuacién, la papilla de avena A se fermentd con L.
plantarum 299v (DSM 9843, recuento de viables 1.1 x 10° ufc/g) [20]. La papilla de avena B fue una papilla de avena
A pasteurizada (recuento de viables <10 ufc/g), la papilla de avena C fue la papilla de avena basica sin fermentar
acidificada con acido L-lactico hasta un pH equivalente al de las papillas de avena A, B y D, y la papilla de avena D
fue una papilla de avena basica sin fermentar con agregado de los acidos organicos, acido DL-lactico y acido
acetico, en cantidades equivalentes a las que se esperaba que se produjeran en la papilla de avena A durante la
fermentacion. Para cada comida de prueba se sirvié una papilla de avena de 100 g (A, B, C o D) con un panecillo de
harina integral de 140 g (60.0 g de harina de trigo, 20.0 de harina de trigo integral, 2.0 g de sal, 2.0 g de levadura,
16.0 g de aceite de colza, 40.0 g de agua ultra pura) con 10 g de manteca y un vaso de agua ultra pura (200 mL).
Las papillas de avena se prepararon del mismo lote y se almacenaron frias (4 °C) hasta que se sirvieron. Los
panecillos de harina integral se prepararon en una hornada, se almacenaron congelados y se volvieron a calentar en
un horno a 200 °C durante 10 min antes de servirlos.

Las comidas de prueba se sirvieron en la mafiana después de 12 h de ayuno. Se permitié la ingesta de un maximo
de 0.5 L de agua durante la noche. No se permitio actividad fisica moderada ni fuerte, ni la ingesta de alcohol o
medicamentos, durante las 12 horas anteriores a la ingesta de las comidas. Después de consumir las comidas de
prueba, a las participantes no se les permiti6 comer ni beber durante 2 horas y se les prohibié consumir alcohol
durante 24 horas. Las participantes completaron un cuestionario relacionado con cada comida de prueba para
asegurar que se habian apegado a todos los procedimientos, y se les indicO que comieran y bebieran
alternativamente y que enjuagaran bien, con agua, el vaso que contenia la papilla de avena para garantizar la
ingesta total de la dosis del isétopo. Un miembro del personal se aseguré de que todo habia sido ingerido.

Durante el periodo experimental las participantes completaron un cuestionario detallado sobre sus habitos
alimentarios diarios.

Is6topos y procedimiento de marcado

Todas las comidas se marcaron extrinsecamente agregando 1 mL de solucion de isétopo [55FeCI3 (NEN Life Science
Products, Inc., Boston, MA) o *FeCls (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ) en 0.1 mol/L HCI]
directamente a las papillas de avena 18 h antes de servirlas, para el intercambio del isétopo. En el primer periodo
cada dosis contuvo 37 kBq de **FeCl; 0 *°FeCls y en el segundo periodo 74 kBq de %FeCl; 0 *°FeCls.

Analisis dietéticos

Las 4 papillas de avena y el pan se liofilizaron, homogeneizaron y analizaron por duplicado para determinar el total
de hierro, calcio, zinc y acido fitico. Se calcul6 el contenido energético con el uso de una base de datos nacional de
composicion de alimentos (Danish Tables of Food Composition, DANKOST 2000, version 1.20, Herlev, Dinamarca).
El total de hierro, calcio y zinc se determind por espectrofotometria de absorcién atémica (Spectra-AA 200, Varian,
Mulgrave, Australia) después de incinerar por via himeda en un sistema solvente de extraccion MES 1000 (CEM
Corp., Matthews, NC) con 65% (p/v) de acido nitrico supra puro (Merck KgaA, Darmstadt, Alemania). Se us6 un
material estandar de referencia de una dieta tipica 1548a (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD) como referencia para el hierro (media + DE: 35.3 + 3.77 pg/g), calcio (1.96 + 0.11 mg/g) y zinc
(24.6 £ 1.79 ug/g), y los valores analizados fueron 33.38 ug/g, 2.00 mg/g y 23.25 ug/g, respectivamente. El acido
fitico se analiz6 como tri-a hexafosfatos de inositol individuales (|P3.e)1 por cromatografia ionica de alto rendimiento.
La concentracion de acidos organicos en las papillas de avena se determind por cromatografia gaseosa capilar.

Determinacion del estado del hierro

Las restricciones respecto a la ingesta y al ejercicio antes de la extraccién de las muestras de sangre fueron las
mismas que se describieron para las comidas de prueba. Se extrajeron muestras de sangre de la vena cubital
después de que las participantes habian descansado durante 10 min en posicion supina. El analisis de hemoglobina
se llevé a cabo en sangre venosa (3.5 mL) recogida en tubos que contenian EDTA disuelto (Vacutainer system,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) usando un analizador hematolégico automatizado Sysmex KX-21 (Sysmex
America Inc., Mundelein, IL) y controles adecuados (Eight check-3WP, 22490822, Sysmex America Inc.). Las
variaciones intraensayo y entre ensayos fueron 0.5% (n = 12) y 0.6% (n = 27), respectivamente. Los andlisis de
ferritina sérica y a4-antiquimiotripsina (ACT) se llevaron a cabo en sangre venosa (5.0 mL) recogida en tubos simples
(sistema Vacutainer, Becton Dickinson). La ferritina sérica se determiné en un analizador Immulite 1000 (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, CA) mediante un ensayo inmunométrico quimioluminiscente, y también se
analizaron sueros de referencia apropiados (3% estandar internacional para ferritina (80/578), WHO, NIBSC, South
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Mimms, Reino Unido). Las variaciones intraensayo y entre ensayos fueron 2.7% (n = 15) y 5.0% (n = 15),
respectivamente. Se determiné ACT en un analizador Cobas Mira (Roche Diagnostic Systems, F. Hoffman-La Roche
Ltd., Basilea, Suiza) con el uso de una técnica inmunoturbidimétrica y también se analizaron sueros de referencia
apropiados (material de referencia 470 certificado por la Comisiéon Europea, N° 11924, IRMM, Geel, Bélgica). Las
variaciones intraensayo y entre ensayos fueron 1.4% (n = 12) y 3.2% (n = 14), respectivamente.

Determinacién de la absorcion de hierro no hémico

Se determind la actividad de *°Fe y *Fe de muestras de sangre (60 mL) recogidas en tubos que contenian heparina
como anticoagulante (Vacutainer system, Becton Dickinson). La determinacion simultanea de %Fe y *Fe se realizo
por incineracion en seco seguida de recristalizacion y solubilizaciéon antes de contar en un analizador de centelleo
liquido Tricarb 2100TR (Packard Instruments, Meriden, CT) con correccion de la extincion automatica, por el método
descrito previamente.

Analisis estadistico

Los datos de absorcion de hierro no hémico se convirtieron a logaritmos antes del analisis estadistico, y los
resultados se volvieron a convertir a antilogaritmos. Todos los datos utilizados para los analisis estadisticos se
distribuyeron normalmente, con la homogeneidad de varianzas analizada por graficas de residuos. La absorcion de
hierro no hémico de diferentes comidas se comparé usando un modelo lineal mixto con log (absorcidon de hierro no
hémico) como la variable dependiente, comida, comida alternativa y ferritina como variables fijas independientes, y
sujeto y sujeto por periodo de interaccion como efectos aleatorios:

Log (absorcidn de hierro no hémico) = p (comida;) + a (comida alternativa;) + b x ferritina; + A (sujeto;) + B (sujeto; x
periodo)) + €;

Los datos se presentan como estimaciones de las medias por minimos cuadrados y diferencias entre las
estimaciones de las medias con un IC del 95%. El analisis estadistico se realizé6 con el paquete de software
estadistico SAS version 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC), y los valores se consideraron significativamente diferentes
para P<0.05.

Resultados

Composicion de las comidas de prueba

La composicidn de las comidas de prueba y el contenido de acidos organicos en las papillas de avena se muestran
en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1 Composicion de las comidas de prueba, que incluyen un panecillo de harina integral con manteca, y pH y
concentraciones de 4cidos organicos en las papillas de avena

Papilla de avena |Papilla de avena |Papilla de avena |Papilla de avena con
fermentada A fermentada pasteurizada B |béasica (pH ajustado) |acidos organicos
C

Energia (MJ) 25 25 25 25

Hierro no hémico (2.8 2.8 25 2.8

(mg)

Fitato' (mg) 403 393 388 344

(umol) 645 635 621 551

Calcio (mg) 39.6 42.2 39.5 411

Zinc (mg) 2.2 2.2 21 2.2

Acido lactico | 110 89 61 43

(umol/g)

Acido acético |4.0 3.7 1.1 3.7

(umol/g)

Acido succinico |0.3 0.3 0 0

(umol/g)

pH 3.9 41 4.2 4.0

'Representa los tetra- a hexafosfatos de inositol individuales
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Estado de hierro y absorcion de hierro no hémico

Las concentraciones de hemoglobina en las participantes estuvieron en el rango de 111 a 137 g/L y las
concentraciones de ferritina sérica en el rango de 12 a 40 pg/L. Como la concentracién de ferritina sérica es sensible
a la inflamacién, se determind la proteina de fase aguda ACT en el suero, como marcador de una respuesta de fase
aguda. Las concentraciones estuvieron en la regién de 0.20 a 0.37 g/L, lo que indica una respuesta de fase no
aguda (ACT<0.6 g/L) y por lo tanto una medicion valida del estado de hierro de las participantes.

La absorcién de hierro no hémico de las 4 comidas de prueba calculada del analisis segun el modelo lineal mixto se
muestra en la tabla 2, véase a continuacion.

Tabla 2 Absorcién de hierro no hémico de las comidas que contienen las 4 papillas de avena diferentes

Papilla de avena Papilla de avena |Papilla de avena con |Papilla de
fermentada fermentada pasteurizada |acidos organicos avena basica
Hierro no hémico absorbido .
en la sangre (%)1 1.1 (0.8, 1.5) 0.6 (0.4,0.7) 0.5(0.4,0.7) 0.5(0.4,0.7)
Comida de prueba:comida .
de control? 22(1.7,29) 1.1(0.8,1.4) 1.0 (0.8, 1.3) -

" Media geométrica de las estimaciones por minimos cuadrados del analisis segtin el modelo lineal mixto con IC de
95% entre paréntesis, n = 24

? Media geométrica de las estimaciones de las diferencias del analisis segin el modelo lineal mixto con IC de 95%
entre paréntesis, n = 24

* Los valores son significativamente diferentes de todos los otros valores en cada fila (P<0.0001)

Los resultados muestran un efecto altamente significativo de la comida de prueba con la papilla de avena
fermentada cuando se comparan tanto los valores absolutos de absorcién de hierro no hémico como los cocientes
con respecto a la papilla de avena con el pH ajustado (P<0.0001), en los cuales se toman en cuenta las variaciones
entre individuos.

Como L. plantarum 299v puede colonizar la mucosa intestinal humana durante aproximadamente 2 semanas y como
la comida de prueba con la papilla de avena fermentada aumenté la absorcién de hierro no hémico, se evalué el
efecto de arrastre especifico de esta comida de prueba en las siguientes comidas de prueba ingeridas dentro de un
periodo. No se observd ningun efecto general de arrastre de las comidas de prueba, pero mirando el efecto
especifico de la comida con la papilla de avena fermentada el efecto de arrastre estuvo cerca de alcanzar
significacion estadistica (P = 0.06).

Los cocientes de absorcion de las diferentes comidas de prueba mostraron un aumento muy significativo en la
absorcion de hierro no hémico de la comida de prueba con la papilla de avena fermentada con &cido lactico, en tanto
no hubo ningun efecto de las comidas de papilla de avena fermentada pasteurizada y de papilla de avena sin
fermentar, que sirvieron como diferentes controles. Como el contenido de hierro y fitato en las 4 comidas de prueba
fue constante, este efecto significativo puede ser atribuido a un efecto de la fermentacion de L. plantarum 299v. Si es
un efecto de L. plantarum 299v activo o un efecto de los acidos organicos producidos durante la fermentacion se
debe determinar por comparacion del cociente de absorcion para la comida con papilla de avena fermentada y los
cocientes de absorcién para las comidas con L. plantarum 299v inactivado (papilla de avena fermentada
pasteurizada) y la papilla de avena sin fermentar con agregado de acidos organicos, puesto que el acido lactico y el
acético acido se agregaron a esta ultima en las concentraciones que normalmente se producen durante el proceso
de fermentacion. Los resultados del analisis de los acidos organicos muestran que no fue posible alcanzar niveles
similares de acidos organicos en las 3 papillas de avena en el momento de la ingestién (Tabla 2). La comida con la
menor diferencia en la concentracion de los acidos organicos en comparacion con la papilla de avena fermentada
fue la papilla de avena fermentada pasteurizada, en la cual la concentracién de acido lactico y de acido acético fue
19% y 8% menor, respectivamente. Al comparar los cocientes de absorcion de hierro para esas 2 comidas el
cociente se redujo al 50% para la papilla de avena fermentada pasteurizada. Como el nivel de acido lactico en la
papilla de avena con agregado de acidos organicos fue 52% menor que en la papilla de avena fermentada
pasteurizada y el cociente de absorcion se redujo tan solo 9%, es improbable que el aumento en la absorcién de
hierro en la papilla de avena fermentada se haya debido principalmente a un efecto de los acidos organicos. Los
resultados del presente estudio indican, por lo tanto, que la bacteria acidolactica activa, L. plantarum 299v (1.1 %
10" ufc), fue capaz de aumentar la absorcion del hierro no hémico de una comida con baja biodisponibilidad de
hierro, en mujeres jévenes.

Normalmente se describe que la absorcién de hierro se produce en el duodeno y en el intestino delgado proximal.
Los acidos organicos pequefios de los alimentos, como el acido lactico y el acido acético de la papilla de avena
fermentada pasteurizada y la papilla de avena con agregado de acidos organicos, son absorbidos muy rapidamente
en el tracto gastrointestinal. Una explicacién posible de la mayor absorciéon de hierro no hémico de la papilla de
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avena fermentada podria ser la colonizacion de L. plantarum 299v en la mucosa del intestino delgado mas proximal
o posiblemente el colon, donde la produccién local de los acidos organicos por la bacteria activa puede disminuir el
pH local y el acido lactico puede formar complejos solubles con el hierro como describieron Derman et al. Esta
hipotesis puede ser reforzada por el hecho de que el efecto de arrastre de la comida con la papilla de avena
fermentada estuvo cerca de alcanzar significacion (P = 0.06), lo que indica un efecto de L. plantarum 299v en la
absorcion de hierro no hémico de los alimentos ingeridos los dias siguientes cuando la bacteria aun colonizaba el
intestino.

Al comparar los cocientes de absorcion para las comidas de prueba con la papilla de avena fermentada, la papilla de
avena fermentada pasteurizada y la papilla de avena con agregado de acidos organicos (como se describié antes)
parece claro que el aumento en la absorcién de la comida de prueba con la papilla de avena fermentada no se
puede asignar a un efecto de los acidos organicos solos, como se habia planteado antes, sino que hay un efecto
especifico del L. plantarum 299v activo.

Experimento 2

Reactivos: Todos los reactivos fueron de GTF (Gotemburgo, Suecia), a menos que se indique lo contrario.
Cultivo de células Caco-2. Se obtuvieron células Caco-2 de la American Type Culture Collection (Rockville, MD) en
el pasaje 17 y se utilizaron para los experimentos en los pasajes 20 a 35. Se mantuvieron cultivos de reserva en
medio esencial a modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con suero de feto de ternero al 20% (v/v) (FSC),
100 unidades/L de penicilina G y 100 mg/L de estreptomicina a 37 °C en una atmdsfera humidificada de 95% de aire
- 5% de CO,. El medio de cultivo se cambié cada dos a tres dias. Las células se dividieron hasta una confluencia de
~80% usando 0.5 gr/L de tripsina con 0.5 mmol/L de EDTA en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) de
Dulbecco. Antes de los experimentos, se sembraron 100 000 células en 0.5 mL de DMEM complementado en
insertos de membranas de policarbonato microporosas de 0.4 um (insertos de 1 cm? Tranwell; Corning, Acton, MA).
La camara basolateral contenia 1.5 mL de DMEM complementado. El medio en ambos lados del inserto de filtro se
cambié cada 2 a 3 dias. Todos los experimentos de captacion y transferencia de hierro se llevaron a cabo 14 a 17
dias después de la siembra.
Cultivos bacterianos. Se cultivaron Lactobacillus plantarum 299v (DSM9843), (5), Lactobacillus plantarum 299, (1),
Lactobacillus plantarum Heal 9 (DSM 15312), (2), Lactobacillus plantarum Heal 19 (DSM15313), (4), mutante de
Lactobacillus plantarum 299v (AMJ1277), (3) y Lactobacillus reuteri, (6) en caldo MRS en un agitador rotatorio (37
°C, 200 rpm). Las bacterias se cosecharon en la fase exponencial (DOgpo, max = 1.3). Se calculé el volumen del
cultivo celular correspondiente a un cierto niumero de células de una curva estandar predeterminada. Las células se
centrifugaron a 5000 rpm (Sorvall heraeus, multifuge) durante 2 minutos y luego se resuspendieron en una solucion
de transporte de HBSS (PAA), HEPES 2.5% (1 M, PAA) y FeCl; 10 uM. El ensayo se realizé con una concentracion
celular de 6.7 x 10" células/ml para todas las especies salvo el Lactobacillus reuteri que se agregd en una
concentracién de 3.35 X 10’ células/ml. El ensayo se repitio 2 veces.

Ensayo para captacion celular de *Fe y transferencia entre monocapas. Se proporcion6 medio DMEM
complementado, recién preparado, a las células 1 dia antes de los ensayos de captacion y transferencia. Para
estudiar la captacién y la transferencia transepitelial de Fe(lll) por las células Caco-2, se agregaron trazas de *Fe
(Perkin Elmer) a las suspensiones bacterianas. Las suspensiones en volumenes de 0.5 mL se colocaron en el lado
apical de las células Caco-2, mientras que la camara basolateral contenia 1.5 ml de HBSS/HEPES. Las células se
incubaron a 37 °C en atmédsfera humidificada de 95% de aire - 5% de CO,. Después de 2 h de incubacion, las
células se lavaron 4 veces con solucion amortiguadora de lavado helada §150 mmol/L de NaCl, 10 mmol/L de
HEPES, 1 mmol/L de EDTA, pH7) y se homogeneizaron en NaOH 0.5 M. El *°Fe transferido a la camara basolateral
o asociado a los lisados de Caco-2 se midié con un contador de centelleo liquido. La integridad de las monocapas
de células se controlé antes y después de los ensayos midiendo la TEER (resistencia eléctrica transepitelial).

Transporte de FeCls (10 umol/l) en HBSS/HEPES con agregado de diferentes cepas de bacterias (véase descripcion
del método).

Control: como antes pero sin bacterias.

Transporte %
Control. 0.06
1. Lactobacillus plantarum 299 0.58
2. Lactobacillus plantarum Heal 9 0.23
3. Lactobacillus plantarum 299v mutante 0.32
4. Lactobacillus plantarum heal 19 0.69
5. Lactobacillus plantarum 299v 0.38
6. Lactobacillus reuteri 0.11
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Resultados: Las cepas 1 a 5 afectan el transporte de Fe en comparacion con la soluciéon de Fe solo. Se observa un
aumento entre 3 y 9 veces. En la muestra que contiene Lactobacillus reuteri se observa un aumento del transporte,
pero no comparable con las diferentes cepas de Lactobacillus plantarum.

Por lo tanto, el mayor transporte observado con las diferentes cepas de Lactobacillus plantarum muestra un aumento
similar en la absorcion del hierro, que el observado en el estudio anterior en humanos.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de al menos una cepa viable de Lactobacillus plantarum elegida del grupo que consiste en Lactobacillus
plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312y
Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313, para la preparacién de una composicién para aumentar la absorcion
de al menos un tipo de metal o i6n metalico elegido del grupo integrado por Fe y sus iones, en un mamifero,
preferentemente un ser humano.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho al menos un metal o i6n metalico esta asociado a otro
elemento o unido a un complejo con otro elemento.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde dicha composicion contiene un material portador.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicho material portador se elige del grupo integrado por papilla
de avena, alimentos fermentados por acido lactico, almiddn resistente, fibras vegetales, carbohidratos, proteinas,
proteinas glucosiladas vy lipidos.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, donde dicho material portador es fermentado con una o mas de las
cepas elegidas del grupo que consiste en Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v,
DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312 y Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313.

6. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicha composicion se elige del grupo
integrado por un producto alimenticio, un suplemento alimenticio, un producto nutritivo, un alimento funcional y un
alimento médico.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 6, donde dicho producto se elige del grupo integrado por bebidas,
yogures, jugos, helados, panes, galletas, cereales, barritas nutritivas y pastas para untar.

8. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde dicha composicion contiene al menos uno
de los metales o iones metdlicos elegidos del grupo integrado por Fe y sus iones.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, donde dicho al menos un metal o i6bn metalico esta asociado a otro
elemento o unido a un complejo con otro elemento.

10. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1a 9, donde dicha al menos una cepa de la
composicion esta presente en una cantldad entre aproximadamente 1 x 10 y aprOX|madamente1 x 10" UFC,
preferentemente entre 1 x 108 y1x 10" , Yy mas preferentemente entre 1 x 10° y1x 10"

11. Una composicion farmacéutica que contiene al menos una cepa viable de Lactobacillus plantarum elegida del
grupo que consiste en Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843,
Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312 y Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313, para usar en el
tratamiento de la anemia.

12. Una composicion para usar de acuerdo con la reivindicacion 11, donde dicha composiciéon farmacéutica es una
formulacion liquida o una formulacién sélida.

13. Una composicién para usar de acuerdo con la reivindicacion 12, donde dicha formulaciéon se elige del grupo
integrado por comprimidos, comprimidos para chupar, golosinas, comprimidos masticables, gomas de mascar,
capsulas, sobres, polvos, granulos, particulas recubiertas y comprimidos recubiertos, comprimidos y capsulas con
recubrimiento entérico, y peliculas y laminas fundentes.

14. Una composicion para usar de acuerdo con la reivindicacion 12, donde dicha formulacion liquida se elige del
grupo que consiste en soluciones orales, suspensiones, emulsiones y jarabes.

15. Una composicion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, donde dicha composicion
contiene al menos un tipo de metal o ién metélico elegido del grupo integrado por Fe y sus iones.

16. Una composicion para usar de acuerdo con la reivindicacion 15, donde dicho al menos un metal o ion metélico
esta asociado a otro elemento o unido a un complejo con otro elemento.

17. Una composicién para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, donde dlcha al menos

una cepa de la compOS|C|on farmacéutica esta presente en una cantldad entre aproximadamente 1 x 10 y aprOX|-
madamente 1 x 10" UFC, preferentemente entre 1 x 10° y1x 10" , Y mas preferentemente entre 1 x 10° y1x 10"
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