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DESCRIPCION
Utilizacion de cortezas de levadura para el tratamiento y/o la prevencién de la hiperinsulinemia

La presente invencion se refiere a la utilizacion de cortezas de levadura para el tratamiento y/o la prevencion de la
hiperinsulinemia.

La insulina es una hormona hipoglucemiante secretada por las células B de los islotes de Langerhans del pancreas.
La insulina permite reducir la glucemia, en particular activando el transporte de glucosa en los tejidos objetivo
(tejidos musculares, hepaticos y adiposos).

La diabetes de tipo 2 se caracteriza por una resistencia a la insulina que se traduce en una primera fase por una
hiperinsulinia. Ciertas obesidades también estan asociadas a una hiperinsulinia. En el caso de diabetes con
resistencia a la insulina, pueden prescribirse medicamentos que permiten reducir el exceso de azucar en la sangre
sin estimular la secrecion de insulina (por ejemplo, la metformina).

El documento de patente JP-A-61-167622 propone un agente antidiabético a base de una fraccion celular de
levadura de cerveza, denominada pared celular en este documento, y se obtiene por hidrélisis de levadura de
cerveza desamargada durante al menos 2 horas a una temperatura de 50 a 70°C, y extraccion acuosa de los
constituyentes hidrosolubles. Dicha fraccion celular de levadura de cerveza presenta especialmente un contenido en
glucanos de aproximadamente 14,8%, un contenido en mananos de aproximadamente 13,9%. Dicha fraccién celular
presenta igualmente un contenido en glucégeno de aproximadamente 24,9%. El glucégeno es un polisacarido de
reserva presente igualmente en los musculos, y en particular en el higado. Este glucdégeno es igualmente una
sustancia de reserva de la levadura, utilizada por ésta como fuente de energia para su supervivencia. Mientras que
es uno de los componentes principales de la fraccion celular descrita en esta solicitud japonesa, no forma parte de la
pared celular de las levaduras.

La solicitud de patente WO 2005/021015 describe la utilizacion de cortezas de levadura para la prevencion y el
tratamiento de la hiperglucemia y para la estabilizacién de la glucemia, presentando dichas cortezas de levadura un
bajo contenido en glucégeno, y pudiéndose obtener mediante un procedimiento de autdlisis o de hidrdlisis
enzimatica simple. El contenido total de glucanos y mananos en dichas cortezas de levadura es de al menos 34,0%
en peso sobre materia seca.

Los B-glucanos de la pared celular de la levadura son esencialmente polimeros de glucosa en los que las unidades
de glucosa de la cadena principal estan conectadas por enlaces 3-1,3 y en los que las ramificaciones estan
conectadas por enlaces 3-1,6. Los B-glucanos de levadura son insolubles y presentan una baja viscosidad.

Los B-glucanos purificados a partir de la pared celular de levadura poseen propiedades de inmunoestimulacion. En
particular, se ha mostrado que los B-glucanos de levadura son capaces de unirse a los macrofagos y de activarlos.
Se estudian los B-glucanos de levadura para aplicaciones antibacterianas, antivirales y antitumorales (Adams, D.S.,
Journal of Leukocyte Biology, 1997).

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de cortezas de levadura como agente regulador de insulina.

Un objeto de la invencion es especialmente la utilizacion de cortezas de levadura en el tratamiento y/o la prevencion
de la hiperinsulinemia.

La presente invencion tiene por objeto la utilizaciéon de cortezas de levadura para la preparacion de una composicion
farmacéutica destinada al tratamiento y/o la prevencion de la hiperinsulinemia, teniendo dichas cortezas de levadura:

- un contenido total de glucanos y mananos de al menos 34,0% en peso sobre materia seca, y
- un contenido en glucdgeno inferior a 10,0% en peso sobre materia seca.

La expresion “corteza de levadura” se refiere a la fraccion insoluble de células de levadura, no enriquecidas en
cromo, obtenida después de una autdlisis o una hidrélisis enzimatica, esencialmente por proteasas, conduciendo a
la solubilizacion de al menos 50%, y preferiblemente de al menos 60% en peso de materia seca de células de
levadura enteras, y conservando los polisacaridos de estructura de la pared celular, es decir, los $-glucanos y los
mananos, estando estos mananos en forma de manoproteinas.

Esta autdlisis o hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo a fin de solubilizar la mayor parte de los aztcares de reserva de
la célula de levadura, que son el glucogeno y la trehalosa. Las cortezas de levadura se obtienen por separacion de
la fraccién solubilizada, por autdlisis o hidrélisis enzimatica, teniendo ésta una duracion preferiblemente de al menos
18 horas. Los procedimientos preferidos de autdlisis de las cremas de levadura se describen en las paginas de 370
a 377 en la obra de referencia “Yeast Technology”, 22 edicion, 1991, G. Reed y T. W. Nogodawithana, publicado por
Van Nostrand Reinhold, New York, ISBN 0-442-31892-8. Las cortezas de levadura obtenidas de esta manera se
secan después tipicamente mediante un procedimiento clasico de secado, como el secado por atomizacién o el
secado sobre rodillos calientes.
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Las cortezas de levadura conforme a la invencién presentan un contenido total en glucanos y mananos de la pared
celular (expresado sistematicamente en masa equivalente de glucosa y manosa respectivamente — véanse los
métodos de medida de mas adelante) de al menos 34,0% en peso sobre materia seca, asi como un contenido en
glucogeno (expresado sistematicamente en masa equivalente de glucosa — véanse los métodos de medida de mas
adelante) inferior a 10,0% en peso sobre materia seca.

Por “hiperinsulinemia”, se indica en la presente memoria a la vez una hiperinsulinemia basal y una hiperinsulinemia
postprandial. En un modo de realizacién ventajoso, las cortezas de levadura conforme a la invencion se utilizan para
la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia postprandial. Alternativamente, las cortezas de levadura
conforme a la invencioén se utilizan para la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia basal. En aun otro
modo de realizacién, las cortezas de levadura conforme a la invencion se utilizan para la prevencion y/o el
tratamiento a la vez de la hiperinsulinemia basal y de la hiperinsulinemia postprandial.

La hiperinsulinemia basal se caracteriza por una concentracion plasmatica basal de insulina elevada. El nivel basal
corresponde a las concentraciones de insulina aparte de las tomas alimentarias, especialmente cuando el sujeto
esta en ayunas. El nivel basal fisiologico es generalmente inferior o igual a 10 mU/I en el sujeto sano delgado. Asi,
una hiperinsulinemia basal puede caracterizarse por un nivel basal, aparte de las tomas alimentarias (especialmente
en ayunas), superior a 10 mU/I.

La hiperinsulinemia postprandial corresponde a una respuesta insulinica excesiva como consecuencia de la
ingestion de alimentos.

La hiperinsulinemia postprandial puede ponerse en evidencia mediante un ensayo de hiperglucemia provocado por
via oral (HGPO). La respuesta fisiolégica en el ensayo HGPO se caracteriza por un pico de secrecion insulinica
comprendido generalmente entre 30 y 60 mU/I en el sujeto sano delgado. Asi, una hiperinsulinemia postprandial
puede caracterizarse por una respuesta al ensayo HGPO con un pico de secrecion insulinica superior a 60 mU/I.

La concentracién plasmatica en insulina de un paciente se determina por las técnicas clasicas bien conocidas por el
experto en la técnica. En particular, puede realizarse un radioinmunoanalisis (RIA) sobre una muestra de plasma de
un paciente (por ejemplo, RIA, Biosource, Medgenix Diagnostics, Rungis, Francia).

El tratamiento de la hiperinsulinemia tiene por objeto reducir la concentracién plasmatica basal en insulina y/o
restablecer una respuesta insulinica fisiolégica como consecuencia de la ingestion de alimentos.

La prevencion de la hiperinsulinemia tiene especialmente por objeto mantener la concentracion plasmatica basal en
insulina en valores fisioldgicos y/o mantener una respuesta insulinica fisioldgica como consecuencia de la ingestion
de alimentos.

La presente invencion tiene particularmente por objeto el tratamiento y/o la prevencion de la hiperinsulinemia
postprandial.

La presente invencion tiene particularmente por objeto la utilizacion tal como se ha definido anteriormente, en la que
las cortezas de levadura son del género Saccharomyces cerevisiae.

Dichas levaduras son preferiblemente levaduras de panaderia. Una levadura de panaderia es una levadura que
pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae, fabricada esencialmente con la ayuda de una multiplicacién o
cultivo aerdbico como se ensefia en la obra de referencia “Yeast Technology”, citada anteriormente, y que no haya
servido antes de su autdlisis o hidrélisis enzimatica para ningun uso, a diferencia de, por ejemplo, a la levadura de
cerveza que es un subproducto de la fabricacion de la cerveza, y que ha servido por lo tanto para fabricar cerveza
antes de su recuperacion para su autdlisis o hidrélisis enzimatica. Esta levadura de cerveza se ha multiplicado
esencialmente de manera anaerobica (siendo la fabricacion de la cerveza un proceso anaerobico).

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion tal como se ha definido anteriormente, en la que dichas cortezas
de levadura tienen un contenido total de glucanos y de mananos de al menos 40,0% en peso sobre materia seca,
preferiblemente al menos 45,0% en peso sobre materia seca.

De manera Uutil, las cortezas de levadura conforme a la invencién presentan un contenido en proteinas N x 6,25 de
17,0 a 35,0% en peso sobre materia seca, preferiblemente de 18,0 a 26,0% en peso sobre materia seca.

La invencion tiene particularmente por objeto la utilizacion tal como se ha definido anteriormente, en la que dichas
cortezas de levadura tienen un contenido en mananos inferior a 30% en peso sobre materia seca.

En un modo de realizacién preferido de la invencién, el contenido en mananos en la corteza de levadura esta
comprendido entre 20 y 26% en peso sobre materia seca. Este modo de realizacién corresponde a cortezas de
levadura obtenidas por autdlisis o hidrolisis enzimatica, separacion de la fraccion solubilizada, y secado de la
fraccion insoluble, tal como se ha descrito anteriormente y en el ejemplo 1.1 (parte titulada Preparacién de cortezas
de levadura que contienen mananos). Tal producto permite obtener, después de un ensayo de hiperglucemia
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provocada por via oral (HGPO), un pico insulinico reducido con relacién a un placebo en pacientes que padezcan
diabetes de tipo 2 (véase el ejemplo 2).

La presente invencion tiene especialmente por objeto la utilizacion tal como se ha definido anteriormente, en la que
dichas cortezas de levadura tienen un contenido en mananos inferior a 2% en peso sobre materia seca,
especialmente inferior a 1% en peso sobre materia seca, especialmente inferior a 0,1% en peso sobre materia seca.

En otro modo de realizacion preferida de la invencién, el contenido en mananos de las cortezas de levadura es
inferior a 0,1% en peso sobre materia seca.

Los mananos pueden eliminarse mediante un tratamiento alcalino en caliente. El tratamiento alcalino en caliente
consiste en poner en suspension acuosa las cortezas de levadura segun la invencion, obtenidas como se ha descrito
anteriormente, y calentar la suspension en medio alcalino entre 70°C y 100°C durante un maximo de tres horas. La
fraccion solubilizada mediante este tratamiento que contiene una gran parte, incluso la totalidad de las
manoproteinas, se elimina por centrifugacion y lavado. La fraccién no solubilizada restante se recupera vy
generalmente se seca.

Preferiblemente, los mananos se eliminan mediante un tratamiento alcalino en caliente, seguido de un tratamiento
acido, con el fin de eliminar totalmente los mananos.

Estos tratamientos se detallan en la parte ejemplos.

Tales productos, obtenidos a partir de las cortezas de levaduras anteriores sometidas a un tratamiento alcalino en
caliente, y eventualmente a un tratamiento acido, tal como se ha descrito anteriormente (véase también el ejemplo
1.1, parte titulada Preparaciones de las cortezas de levadura desprovistas de mananos), en los que los mananos se
han eliminado en su totalidad o casi en su totalidad (representando los glucanos la mayor parte del contenido total
en glucanos y mananos), permiten obtener, después de un ensayo HGPO, un pico insulinico reducido con relacion a
un placebo, e incluso con relacién a las cortezas de levadura en las que los mananos no se han eliminado, en
pacientes que padecen de diabetes de tipo 2 o de sobrepeso (véase el ejemplo 2).

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion tal como se ha definido anteriormente, en la que las cortezas de
levadura tienen un contenido total en glucanos y mananos inferior o igual a 90% en peso sobre materia seca,
especialmente inferior o igual a 80% en peso sobre materia seca, especialmente inferior o igual a 70% en peso
sobre materia seca.

La presente invencion tiene mas particularmente por objeto la utilizacion tal como se ha descrito anteriormente, en la
que las cortezas de levadura tienen un contenido total en glucanos y mananos de 45% a 90% en peso sobre materia
seca, especialmente de 52% a 80% en peso sobre materia seca, preferiblemente de 65% a 77% en peso, y aun
preferiblemente de 72% a 77% en peso sobre materia seca. Asi, conforme a un modo de realizacién particularmente
ventajoso, el contenido en glucanos y mananos esta comprendido entre 72% y 77% en peso sobre materia seca.

Especialmente, en un modo de realizacion particular, la presente invencion tiene por objeto la utilizacion tal como se
ha descrito anteriormente, en la que el contenido en glucanos y mananos esta comprendido entre 72% y 77% en
peso sobre materia seca, y el contenido en mananos es inferior a 2% en peso sobre materia seca, especialmente
inferior a 1% en peso sobre materia seca, especialmente inferior a 0,1%.

Alternativamente, el contenido en glucanos y mananos puede también ser inferior o igual a 55% en masa sobre
materia seca, mientras que sea superior a 45% en peso sobre materia seca.

Asi, conforme a un modo de realizacion ventajoso, el contenido en glucanos y mananos esta comprendido entre
52% y 57% en peso sobre materia seca.

Especialmente, en un modo de realizacion particular, la presente invencion tiene por objeto la utilizacion tal como se
ha definido anteriormente, en la que el contenido en glucanos y mananos esta comprendido entre 52% y 57% en
peso sobre materia seca, y el contenido en mananos es inferior a 2% en peso sobre materia seca, especialmente
inferior a 1% en peso sobre materia seca, especialmente inferior a 0,1%.

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion tal como se ha definido anteriormente, en la que las cortezas de
levadura tienen un contenido en glucogeno inferior a 8,0% en peso sobre materia seca, preferiblemente inferior a
5,0% en peso sobre materia seca, preferiblemente inferior a 3% en peso sobre materia seca, preferiblemente inferior
a 1,0% en peso sobre materia seca, aun preferiblemente inferior a 0,1% en peso sobre materia seca.

Con el fin de eliminar totalmente o casi totalmente el glucégeno de la corteza de levadura, las cortezas de levadura
conforme a la invencion pueden someterse a un tratamiento alcalino en caliente, como se ha descrito anteriormente,
y preferiblemente a un tratamiento alcalino en caliente seguido de un tratamiento acido.

Un tratamiento tal permite realizar las cortezas de levadura conforme a la invencién con un contenido total en
glucanos y mananos de 45% a 90% en peso sobre materia seca, preferiblemente de 52% a 80% en peso sobre
materia seca, preferiblemente de 65% a 77% en peso y aun preferiblemente de 72% a 77% en peso sobre materia
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seca. Un tratamiento tal permite especialmente realizar cortezas de levadura que contienen igualmente menos de
1,0% en peso de glucégeno sobre materia seca, preferiblemente menos de 0,1% en peso de glucégeno sobre
materia seca.

La composicion farmacéutica conforme a la invencion puede administrarse en diferentes formas o presentaciones.

La composicion farmacéutica conforme a la invencidon comprende al menos una sustancia activa representada por
las cortezas de levadura y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica conforme a la invencién puede comprender una o varias de otras sustancias activas,
por ejemplo escogidas entre agentes hipoglucemiantes o insulino-sensibilizadores, y especialmente entre las
sulfamidas hipoglucemiantes, biguanida, metformina y derivados de tiazolidinadiona, inhibidores de las o-
glucosidasas.

La preparacion puede comprender igualmente una o varias vitaminas, especialmente escogidas entre la vitamina A,
vitamina C, vitamina D, vitamina E, vitamina K, vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), B5 (acido
pantoténico), B6, B8 (biotina), B9 (acido félico), B12 (cobalamina) y/o uno o varios minerales alimentarios,
especialmente escogidos entre el calcio, foésforo, potasio, sodio, magnesio y hierro.

La presente invencion tiene igualmente por objeto composiciones farmacéuticas tales como las definidas
anteriormente, que comprenden cromo.

La composicion farmacéutica puede comprender uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

En un modo de realizacién preferido, la composicion farmacéutica conforme a la invencién es apropiada para una
administracion por via oral.

La composicién farmacéutica puede presentarse especialmente en forma de comprimido, capsula, pildora, polvo,
granulados o suspension.

La composicién farmacéutica conforme a la invencion puede presentarse en particular en forma de una dosis de
ingestion que corresponde a una cantidad de materia seca de cortezas de levadura conforme a la invencion, inferior
a 10 g, preferiblemente de 8 a 9 g.

En un modo de realizacion preferido, la presente invencion tiene por objeto la utilizacion tal como se ha definido
anteriormente, en la que las cortezas de levadura presentan un contenido en materia seca superior o igual a 90%,
preferiblemente superior o igual a 94% y aun preferiblemente superior o igual a 96% en peso.

Un contenido en materia seca superior o igual a 90%, especialmente superior o igual a 94%, aun preferiblemente
superior o igual a 96%, permite una mejor conservacion de las cortezas de levadura, especialmente una mejor
estabilidad bacterioldgica y una mejor estabilidad con respecto a reacciones indeseables de origen enzimatico o no.

La presente invencion tiene por objeto la utilizacion de cortezas de levadura tal como se ha definido anteriormente,
para la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia, que se trate de hiperinsulinemia basal o postprandial,
sea cual sea el origen de la hiperinsulinemia.

La presente invencion tiene particularmente por objeto la utilizacién de cortezas de levadura tal como se ha definido
anteriormente, para la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia asociada a una resistencia a la insulina, a
un sobrepeso, a la obesidad, o al sindrome metabdlico, en todo tipo de paciente que padezca de hiperinsulinemia de
este origen.

Sin embargo, aunque la invencién esté destinada a la prevencion y al tratamiento de todo tipo de hiperinsulinemias,
en todo tipo de pacientes, en un modo de realizacion ventajoso, las cortezas conforme a la invencion se utilizan para
la preparacion de un medicamento destinado a la prevencion y/o al tratamiento de la hiperinsulinemia en un paciente
no diabético. En este caso, la presente invencion tiene particularmente por objeto la utilizacion de cortezas de
levadura tal como se ha definido anteriormente, para la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia asociada
a una resistencia a la insulina, a un sobrepeso, a la obesidad, o al sindrome metabdlico, siempre en sujetos no
diabéticos.

Alternativamente, las cortezas conforme a la invencion pueden utilizarse igualmente para la preparacion de un
medicamento destinado a la prevencion y/o al tratamiento de la hiperinsulinemia en un paciente con diabetes de tipo
2. La presente invencion tiene entonces particularmente por objeto la utilizacion de cortezas de levadura tal como se
ha definido anteriormente, para la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia asociada a una resistencia a
la insulina, a un sobrepeso, a la obesidad, o al sindrome metabdlico, en un sujeto con diabetes de tipo 2.

Por “diabetes de tipo 2", se hace referencia igualmente a la diabetes no insulinodependiente (DNID). La diabetes de
tipo 2 se caracteriza por una glucemia en ayunas superior a 1,26 g/l.

Cuando la glucemia en ayunas esta entre 1,10 g/l y 1,26 g/l, se habla de anomalia de la glucemia.
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La presente invencion tiene especialmente por objeto la utilizaciéon de cortezas de levadura tal como se ha definido
anteriormente, para la prevencion y/o el tratamiento de la hiperinsulinemia en los primeros estadios de la diabetes de
tipo 2.

Por “resistencia a la insulina”, se hace referencia a la falta de respuesta de los tejidos insulinodependientes a la
accion de la insulina. El pancreas continia entonces secretando insulina, cuya concentracion plasmatica se vuelve
demasiado elevada.

Por “sobrepeso” y “obesidad”, se quiere decir un exceso de peso. En el adulto, el sobrepeso se caracteriza por un
indice de masa corporal (IMC) que comprende de 25 a 30 kg/m? y la obesidad por un indice de masa corporal (IMC)
superior a 30 kg/mz. El indice de masa corporal de un individuo esta definido por la férmula siguiente:

IMC = masa (kq)

(estatura (m))>?
La expresion “sobrepeso u obesidad en sujetos no diabéticos” hace referencia a un sobrepeso o a una obesidad
tales como se han definido anteriormente, en sujetos en los que la glucemia esta regulada correctamente.

En particular, la concentracion plasmatica en glucosa de sujetos no diabéticos en ayunas es inferior a 1,26 g/l (7
mmol/l), especialmente inferior a 1,10 g/l (6,1 mmol/l).

La expresion “sindrome metabolico” se utiliza para hacer referencia a un conjunto de factores de riesgo de desarrollo
de trastornos cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares (ACV) y diabetes de tipo 2.

El diagnostico del sindrome metabdlico se basa en la evaluacion de varios parametros, especialmente el contorno
de cintura, la concentracion de colesterol y de triglicéridos, la glucemia en ayunas, la insulinemia y la tension arterial.

En particular, conforme al NCEP-ATPIIl (Nation Cholesterol Education Program — Adult treatment Panel Ill), el
sindrome metabdlico se diagnostica si tres 0 mas de los factores de riesgo siguientes estan presentes:

- contorno de cintura superior a 88 cm en la mujer y superior a 102 cm en el hombre,
- concentracion de colesterol HDL inferior a 1 mmol/l en el hombre y 1,2 mmol/l en la mujer,
- concentracion de triglicéridos superior o igual a 1,7 mmol/l,
- glucemia en ayunas superior o igual a 6,1 mmol/l,
- tensién arterial superior a 130 mm de Hg / 85 mm de Hg.
La hiperinsulinemia postprandial puede jugar especialmente un papel en el desarrollo del sindrome metabdlico.

La presente invencion se refiere igualmente a un método para el tratamiento y/o la prevencion de la hiperinsulinemia
en un paciente, que comprende la administracion al paciente de una composicion farmacéutica conforme a la
invencion.

El método para el tratamiento y/o la prevencion de la hiperinsulinemia puede ser en particular un método para el
tratamiento y/o la prevencion de la hiperinsulinemia asociada a una resistencia a la insulina, a un sobrepeso, a la
obesidad, o al sindrome metabdlico. En un modo de realizacién ventajoso, el paciente es un paciente no diabético.
Alternativamente, el paciente puede ser igualmente un paciente con diabetes de tipo 2.

La invencion se refiere en particular a un método tal en el que la composicién farmacéutica se administra al paciente
por via oral.

Los diferentes métodos conforme a la invencion pueden comprender en particular la administracion al paciente de la
composicion farmacéutica en una dosis diaria que corresponde a de 1 a 10 g, preferiblemente de 8 a 9 g de cortezas
de levadura conforme a la invencién, pudiendo administrarse dicha dosis diaria en una sola dosis o en un solo
momento de administraciéon, como por ejemplo en el desayuno, o aun en varias dosis parciales, es decir, de manera
repartida durante la jornada.

Los métodos conforme a la invencion pueden comprender igualmente al menos una etapa de verificacion de la
concentracion basal de insulina del paciente y/o de su respuesta insulinica en respuesta a la ingestion de alimentos
o de un ensayo HGPO, después de la administracién de la composicion farmacéutica anterior de manera aguda o
cronica.

La presente invencion se refiere igualmente a un método para reducir o estabilizar la concentracién plasmatica basal
de insulina en un paciente que padezca hiperinsulinemia basal, que comprende la administracion a dicho paciente
de una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica conforme a la invencion.
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El método para reducir o estabilizar la concentracion plasmatica basal de insulina puede en particular dirigirse a un
paciente que padezca hiperinsulinemia basal asociada a una resistencia a la insulina, a un sobrepeso, a la obesidad,
o al sindrome metabdlico. En un modo de realizacién ventajoso, el paciente es un paciente no diabético.
Alternativamente, el paciente puede ser igualmente un paciente con diabetes de tipo 2.

La presente invencion se refiere igualmente a un método para reducir el pico de secrecion insulinica como
consecuencia de la ingestion de alimentos en un paciente que padezca de hiperinsulinemia postprandial, que
comprende la administracion a dicho paciente de una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica conforme a
la invencion.

El método para reducir el pico de secrecion insulinica como consecuencia de la ingestion de alimentos puede
dirigirse en particular a un paciente que presenta una hiperinsulinemia postprandial asociada a una resistencia a la
insulina, a un sobrepeso, a la obesidad, o al sindrome metabdlico. En un modo de realizacién ventajoso, el paciente
es un paciente no diabético. Alternativamente, el paciente puede ser igualmente un paciente diabético con diabetes
de tipo 2.

Descripcion de las figuras
Figura 1: cinética de evolucién de la insulinemia postprandial en sujetos con sobrepeso (n = 12).

Los resultados de 3 dias de exploracion se dan como media +/- ESM (error estandar de la media). La insulinemia de
los sujetos testigo que han ingerido leche figura en linea continua y cuadrados, los sujetos que han ingerido cortezas
de levadura desprovistas de mananos (betaglucanos) en guiones y rombos, y los sujetos que han ingerido las
cortezas de levadura con mananos en linea de puntos y triangulos. La concentracién de insulina (en mU/l) se da en
funcién del tiempo en minutos (min).

Figura 2: evolucion de la insulinemia postprandial representada en area bajo la curva (ABC) en sujetos con
sobrepeso (n = 12).

Los resultados de 3 dias de exploracion se dan en media +/- ESM. El area bajo la curva obtenida en los sujetos
testigo que han ingerido leche figura en negro, en los sujetos que han ingerido cortezas de levadura desprovistas de
mananos (betaglucanos) en puntos apretados y en los sujetos que han ingerido cortezas de levadura con mananos
en puntos espaciados. El area de insulinemia (en mU/I*tiempo) se da para el periodo de 0-300 minutos (tot), el
periodo de 0-120 minutos y el periodo de 120-300 minutos.

Figura 3: cinética de evolucion de la insulinemia postprandial en sujetos con diabetes de tipo 2 (n = 11).

Los resultados de 3 dias de exploracion se dan en media +/- ESM. La insulinemia de los sujetos testigo que han
ingerido leche figura en linea continua y cuadrados, los sujetos que han ingerido cortezas de levadura desprovistas
de mananos (betaglucanos) en guiones y rombos, y los sujetos que han ingerido cortezas de levadura con mananos
en linea de puntos y triangulos. La concentracion de insulina (en mU/l) se da en funcién del tiempo en minutos (min).

Figura 4: evolucioén de la insulinemia postprandial representada en area bajo la curva (ABC) en sujetos diabéticos de
tipo 2 (n = 11).

Los resultados de 3 dias de exploracion se dan en media +/- ESM. El area de insulinemia de los sujetos testigo que
han ingerido leche figura en negro, los sujetos que han ingerido cortezas de levadura desprovistas de mananos
(betaglucanos) en puntos apretados y en los sujetos que han ingerido cortezas de levadura con mananos en puntos
espaciados. El area de insulinemia (en mU/I*tiempo) se da para el periodo de 0-300 minutos (tot), el periodo de 0-
120 minutos y el periodo de 120-300 minutos.

Ejemplos

Ejemplo I: obtencion de cortezas de levadura conforme a la invencion
1. Material y métodos

Preparacién de cortezas de levadura que contienen mananos

Una crema acuosa (es decir, una suspension de células de levadura en agua) de Sacharomyces cerevisiae, con un
contenido en materia seca entre 12 y 18% en peso se somete a una hidrdlisis con la ayuda de enzimas endégenas
de dichas células de levadura, eventualmente con adicion de proteasas exdgenas a las células de levadura, tales
como por ejemplo la papaina. La hidrdlisis se lleva a cabo a 50°C durante 24 horas, para solubilizar al menos 60%
en peso de materia seca de las células de levadura.

De manera practica, en general, las autdlisis o hidrolisis enzimaticas conforme a la invencién se realizan entre 45°C
y 55°C durante 18 a 36 horas, sin el empleo de ninguna enzima que pueda solubilizar los glucanos o las
manoproteinas.
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La fraccién solubilizada se separa de la fraccion insoluble mediante varias etapas sucesivas de centrifugacion y de
lavado con agua.

La fraccion insoluble se seca sobre tambores calentados hasta un contenido en materia seca de 95% en peso. Los
aglomerados formados se retiran por tamizado y se obtienen cortezas de levadura conforme a la invencion.

Preparacién de cortezas de levadura desprovistas de mananos

Las cortezas de levadura obtenidas anteriormente se ponen en suspension acuosa y se calientan en medio alcalino
entre 70°C y 100°C durante tres horas maximo. En particular, la suspensién en medio acuoso alcalino sodado se
calienta a 85°C durante dos horas.

La fraccion solubilizada por este tratamiento se elimina, la fracciéon no solubilizada restante se recupera, se lava y
generalmente se seca. La fraccion solubilizada que contiene las manoproteinas e igualmente el glucogeno, se
elimina por centrifugacion y lavado.

Las cortezas de levadura obtenidas después del tratamiento alcalino en caliente se someten preferiblemente a un
tratamiento acido con el fin de eliminar toda traza de manoproteinas. La fraccion insoluble se acidifica asi con acido
fosférico o acético, luego se incuba a 80°C durante de una a dos horas. La fraccion solubilizada que contiene los
residuos de manoproteinas, glucdégeno e igualmente algunos lipidos se elimina por centrifugacion y lavado.

Medida del contenido en glucégeno

Se afiade a una muestra de 20 mg de cortezas de levadura secas, es decir, con un contenido de materia seca de al
menos 90% en peso, 0,5 ml de Na;CO3, 0,25 M, y se mantiene esta mezcla a 95°C durante 4 horas.

La mezcla se lleva después a un pH de 5,2 por adicion de 0,3 ml de acido acético 1 My 1,2 ml de acetato sédico 0,2
M y mezclando los ingredientes. Se afiade agua destilada hasta un volumen total de 2 ml.

Se incuban 0,5 ml de la suspension asi obtenida durante 15 horas en presencia de un exceso de amiloglucosidasa
de Aspergillus niger, tal como la comercializada por la compafriia Roche con el nimero de catalogo 102 857, a 55°C.

Después de centrifugacion, se mide la glucosa liberada por determinacion enzimatica.

La determinacion enzimatica de glucosa se describe especialmente en el manual “Methods of Biochemical Analysis
and Food Analysis — using Single Reagents”, publicado por Boehringer Mannheim GmbH Biochemica, © 1989,
paginas de 50 a 55, y se realiza preferiblemente utilizando el “Test-Combination D-Glucose/-Fructose”, nimero de
catalogo 139 106 de la filial de la sociedad Roche: Boehringer Mannheim GmbH/R-Biopharm GmbH en Darmstadt,
Alemania.

La cantidad (en mg) de glucosa determinada de este modo corresponde a la cantidad de glucégeno presente en la
muestra, expresada en masa equivalente de glucosa.

Medida del contenido total de glucanos y mananos

Se somete una muestra de 20 mg de cortezas de levadura secas, es decir, con un contenido en materia seca de al
menos 90% en peso, a una hidrdlisis acida, mezclandola con 20 ml de HCI 2 N, y se mantiene la mezcla en tubo
roscado cerrado durante 4 horas a 103°C en estufa, con agitacién cada 15 min.

Después, se neutraliza la disolucién acida obtenida de este modo y se determina por via enzimatica la cantidad de
glucosa y respectivamente de manosa en la disolucion neutralizada.

Esta determinacion enzimatica de glucosa y manosa esta descrita igualmente en las paginas de 50 a 55 del manual
citado anteriormente, y se realiza preferiblemente utilizando el “Test-Combination” de nimero de catalogo 139 106.

Se hace la diferencia entre la cantidad de glucosa (expresada en mg), determinada conforme a este método, y la
cantidad de glucosa (expresada igualmente en mg) determinada para estas cortezas de levadura por el método para
la medida del contenido en glucégeno anterior.

Esta diferencia (en mg) entre las dos cantidades de glucosa determinadas corresponde a la cantidad total de
glucanos presente en la muestra, expresandose esta cantidad en masa equivalente de glucosa.

La cantidad (en mg) de manosa determinada corresponde a la cantidad total de mananos presente en la muestra,
expresandose esta cantidad en masa equivalente de manosa.

2. Resultados

Las levaduras de levadura obtenidas de este modo presentan un contenido en materia seca de 95% en peso.
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La composicion de las cortezas de levadura que contienen mananos y de las cortezas de levadura desprovistas de
mananos (obtenidas por tratamiento alcalino en caliente) se da en la tabla 1.

Tabla 1: composiciéon de las cortezas de levadura conforme a la invencion

Cortezas de levadura que contienen | Cortezas de levadura desprovistas de
mananos mananos
Analisis en g por Aporte energético Analisis en g por Aporte energético
100 g de producto en kcal/g 100 g de producto en kcal/g
Gulcidos, donde 49,9 55,1
Glucanos 28,2 2,046 55,1 2,259
Mananos 21,7 0
Proteinas 23,6 1,298 2,2 0,121
Lipidos 11,8 1,109 21,6 2,03

Para los dos tipos de cortezas de levadura, el contenido en glucégeno era inferior a 10% en peso sobre materia
seca.

Ejemplo 2: efecto de las cortezas de levadura conforme a la invencion sobre la concentracion de insulina de sujetos
con sobrepeso no diabéticos y de sujetos diabéticos no insulinodependientes (DNID).

Mas adelante, las cortezas de levadura que contienen mananos se califican como “cortezas de levadura” y las
cortezas de levadura desprovistas de mananos se califican como “betaglucanos”.

1. Material y métodos
Sujetos, caracteristicas y tamafio de la muestra

Se reclutaron 24 sujetos voluntarios de 2 tipos: 12 sujetos con sobrepeso sanos y 12 sujetos con diabetes de tipo 2
(hombres o mujeres).

Para los sujetos con sobrepeso, los criterios de inclusién son: un indice de masa corporal comprendido entre 25 y 30
kg/m? (limites incluidos), edad comprendida entre 30 y 65 afios (limites incluidos), glucemia en ayunas normal (< 7
mmol/l, HbA1c < 6%, colesterol total < 7,0 mmol/l, triglicéridos < 4,0 mmol/l.

Para los sujetos con diabetes de tipo 2, los criterios de inclusién son: edad comprendida entre 30 y 65 afios (limites
incluidos), tratamiento mediante metformina y/o sulfamidas hipoglucemiantes y/o glinidas y/o glitazonas desde al
menos 3 meses, HbA1c < 10%, colesterol total < 7,0 mmol/l, triglicéridos < 4,0 mmol/l.

Los criterios principales de exclusiéon son: diabetes de tipo 1, diabetes de tipo 2 tratada con insulina o acarbosa,
insulinopenia, insuficiencia renal o hepatica crénica, antecedentes de enfermedad gastrointestinal cronica, patologia
endocrina, tratamiento que puede interferir con el metabolismo de los glucidos y el comportamiento alimentario,
intolerancia a la leche de vaca, claustrofobia (medidas calorimétricas con Canopy®), mujeres embarazadas, sujetos
que son grandes consumidores de productos contenidos en la lista de alimentos a prohibir.

Solo un sujeto diabético se reveld insulinopénico durante la primeria hiperglucemia provocada, y fue por lo tanto
excluido del estudio puesto que no respondia a los criterios de inclusion definidos. Los otros 23 sujetos completaron
el estudio.

Ensayos de hiperglucemias provocadas por via oral (HGPO)

El ensayo se desarroll6 durante 3 dias de hospitalizacién separados por un intervalo de 7 a 14 dias. Cada sujeto se
beneficié de cada una de las 3 HGPO en un orden aleatorio por sorteo.

8 g de cortezas de levadura y de 9 g de betaglucanos se utilizan en los ensayos HGPO. Cabe sefialar que el
consumo de cortezas de levadura a la dosis prevista de 8 g no supera los niveles de consumo observados para las
levaduras de panaderia y las levaduras de alimentos.

Los productos se diluyen en 167 ml de una disolucion de °C glucosa al 30% que contiene 50 g de °C glucosa. Para
la comida de ensayo placebo, los 167 ml de disolucién de ¢ glucosa se anadiran con 28 ml de leche entera y 50 ml
de leche semidesnatada con el fin de obtener un aporte energético equivalente a 8 g de levadura y a 9 g de
betaglucanos.

La jornada metabdlica se divide en dos partes: un periodo basal (T-120 a TO) durante el cual se miden las
condiciones basales (en ayuno), después el periodo postprandial de 4 h 45 (T15 — T300) consecutivo al HGPO.

Durante el ensayo HGPO, el paciente ingiera 50 g de '°C glucosa en el TO. En funcién del sorteo, se afiade
eventualmente de manera extemporanea a la disolucion, o cortezas de levadura, o betaglucanos, o leche. La
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disolucion debe ingerirse en menos de 10 minutos. El paciente debe permanecer en decubito durante las 5 horas
siguientes, evitando dormir. Durante la jornada de exploracion, el sujeto puede consumir agua (300 ml) maximo.

Las concentraciones plasmaticas de insulina se determinan en basal (entre T-120 y TO) y en el periodo postprandial
de T15 a T300. Las extracciones venosas se centrifugan inmediatamente y el plasma se recupera para la
determinacion de la insulina. La determinacion de la insulina plasmatica se realiza por radioinmunoanalisis
(Medgenix Diagnostics®, Rungis, Francia).

Tratamiento estadistico

Los resultados se presentan en forma media por grupo +/- error estandar de la media (ESM). Los resultados
obtenidos con las 3 condiciones (cortezas de levadura, betaglucanos y placebo (leche)) se comparan dos a dos con
la ayuda de la prueba no paramétrica de Wilcoxon sobre series emparejadas. Para llevar a cabo estas pruebas
estadisticas, se utiliza el programa informatico Statview (Startview, Abacus Concepts, Berkeley, CA).

2. Resultados
Se constata una buena tolerancia digestiva de los dos productos de levadura ensayados en los sujetos.
Evolucion de la insulinemia durante los 3 HGPO en los sujetos con sobrepeso

El aumento de la insulinemia en respuesta a la carga oral de glucosa es significativamente menos elevado en
presencia de betaglucanos que con el placebo.

El pico insulinico es significativamente mas débil en presencia de betaglucanos que con el placebo (63,0 +/- 7,7 mU/I
frente a 91,6 +/- 13,4 mU/l para la condicion de leche (p < 0,01) (figura 1). El area bajo la curva de la insulinemia en
presencia de betaglucanos es mas débil con relacion al placebo de manera significativa (p < 0,05) (figura 2 y tabla
2).

Tratandose de cortezas de levadura, se observa una tendencia a una disminucién del pico insulinémico y del area
bajo la curva con relacion al placebo.

Tabla 2: pico insulinico en mU/l y areas bajo la curva de insulinemia en mU/I*tiempo en los sujetos con sobrepeso.
Los resultados se expresan en media +/- ESM (n = 12). p < x = diferencia significativa con relacion al placebo
(leche).

Insulinemia, sobrepeso Leche cortezas de levadura betaglucanos

Pico insulinico 91,6 +/- 13,4 84,2 +/-13,2 63,0 +/- 7,7
p <0,01

Area bajo la curva 6736 +/- 591
0-300 min 8715 +/- 1130 8570 +/- 1444 b <0,05

Area bajo la curva 4816 +/- 504
0-120 min 6499 +/- 903 6214 +/- 960 0 < 0,05

Area bajo la curva 2216 +/- 335 2356 +/- 548 1920 +/- 158

120-300 min

Evolucion de la insulinemia durante los 3 HGPO en sujetos con diabetes de tipo 2

En los sujetos con diabetes de tipo 2, se observa igualmente una disminucién de la respuesta insulinica en
presencia de betaglucanos, asi como en presencia de cortezas de levadura.

El pico insulinico se reduce de manera significativa a la vez en presencia de betaglucanos y de cortezas de levadura
(respectivamente 44,2 +/- 6,0 mU/l y 43,8 +/- 4,7 mU/l frente a 56,1 +/- 8,8 mU/I para la leche, p < 0,05) (figura 3 y
tabla 3).

El area bajo la curva se reduce igualmente de manera significativa en presencia de cortezas de levadura y de
betaglucanos, con relacién al placebo (figura 4 y tabla 3).

Tabla 3: pico insulinico en mU/l y areas bajo la curva de insulinemia en mU/I*tiempo en los sujetos con diabetes de
tipo 2. Los resultados se expresan en media +/- ESM (n = 11). p < x = diferencia significativa con relacion al placebo
(leche).

Insulinemia, diabéticos leche cortezas de levadura betaglucanos
.. . 43,8 +/-4,7 44,2 +/- 6,0
Pico insulinico 56,1 +/- 8,8 b <0,05 b <0,05
Area bajo la curva 7947 +/- 821 8248 +/- 878
0-300 min 9049 +/- 1070 =005 <005

10
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Insulinemia, diabéticos leche cortezas de levadura betaglucanos
Area bajo la curva 4325 +/- 619 3644 +/- 381 3708 +/- 404
0-120 min
Area bajo la curva
120-300 min 4725 +/- 587 4303 +/- 502 4540 +/- 498

Los resultados de insulinemia de las dos poblaciones, los sujetos con sobrepeso no diabéticos y los sujetos con
diabetes de tipo 2, muestran por lo tanto una disminucidn significativa de la respuesta insulinica en el transcurso de
la ingestion de cortezas de levadura desprovistas de mananos. Lo mismo en el transcurso de la ingestion de
cortezas de levadura que contienen mananos en sujetos con diabetes de tipo 2.

11
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Reivindicaciones

Cortezas de levadura para su utilizaciéon en el tratamiento y/o la prevencion de la hiperinsulinemia en un
paciente no diabético, donde la hiperinsulinemia esta asociada a una resistencia a la insulina, a un
sobrepeso, a la obesidad o al sindrome metabdlico, obteniéndose dichas cortezas de levadura por autdlisis
o hidrolisis enzimatica de células de levadura, y que tienen:

- un contenido total de glucanos y mananos de al menos 34,0% en peso sobre materia seca, y
- un contenido en glucdgeno inferior a 10,0% en peso sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizacién conforme a la reivindicacién 1, en la que dicha autdlisis o hidrélisis
enzimatica de células de levadura consiste en:

- someter una suspension acuosa de células de levadura a una hidrdlisis, utilizando las enzimas
enddgenas de dichas células de levadura y eventualmente afiadiendo proteasas exdgenas a dichas
células de levadura,

- separar la fraccion insoluble producida, y
- secar la fraccion insoluble separada para obtener cortezas de levadura.

Cortezas de levadura para la utilizacion conforme a la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en la que dicha
autdlisis o hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo a una temperatura comprendida entre 45°C y 55°C durante
18 a 36 horas.

Cortezas de levadura para la utilizacion conforme a la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en la que dicha
autolisis o hidrdlisis enzimatica de células de levadura consiste ademas en:

- calentar una suspension acuosa de cortezas de levadura obtenidas en un medio alcalino a una
temperatura comprendida entre 70°C y 100°C durante 3 horas a lo sumo, y

- separar la fraccion insoluble para obtener cortezas de levadura desprovistas de mananos.

Cortezas de levadura para la utilizacidon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que
las cortezas de levadura son del género Saccharomyces cerevisiae.

Cortezas de levadura para la utilizaciéon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
dichas cortezas de levadura tienen un contenido total de glucanos y mananos de al menos 40,0% en peso
sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizaciéon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que
dichas cortezas de levadura tienen un contenido total en mananos inferior a 30% en peso sobre materia
seca.

Cortezas de levadura para la utilizaciéon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que
dichas cortezas de levadura tienen un contenido en mananos inferior a 2% en peso sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizaciéon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que
las cortezas de levadura tienen un contenido total en glucanos y mananos inferior o igual a 90% en peso
sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizacion conforme a la reivindicacion 12, en la que el contenido en glucanos
y mananos es inferior o igual a 80% en peso sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizacidon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que
las cortezas de levadura tienen un contenido total en glucanos y mananos de 45% a 90% en peso sobre
materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizacion conforme a la reivindicaciéon 11, en la que el contenido total en
glucanos y mananos es de 52% a 80% en peso sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizacion conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que
las cortezas de levadura tienen un contenido en glucogeno inferior a 8,0% en peso sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizaciéon conforme a las reivindicaciéon 13, en la que el contenido en
glucogeno es inferior a 5,0% en peso sobre materia seca.

Cortezas de levadura para la utilizacion conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que
las cortezas de levadura presentan un contenido en materia seca superior o igual a 90%.

12
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