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DESCRIPCION
Cepas bacterianas que pertenecen al género Bifidobacterium para su uso en el tratamiento de la hipercolesterolemia

La presente invencion se refiere a cepas bacterianas seleccionadas que pertenecen al género Bifidobacterium para
su uso en el tratamiento de la hipercolesterolemia. En particular, la presente invencion se refiere a una composicion
alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica que comprende dichas
cepas bacterianas en asociacion con esteroles o fitoesteroles y/o estanoles o fitoestanoles y/o glucomanano y/o
goma konjac y/o fibras prebioticas y/o arroz rojo fermentado y/o betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada,
salvado de cebada y/o gel de Aloe arborescens en forma liofilizada.

Se conoce bien que todas las células del organismo son capaces de sintetizar colesterol a partir de acetil coenzima
A, pero la mayor parte del colesterol se produce en los peroxisomas de las células hepaticas, que lo transfieren a la
sangre para que se transporte por todo el organismo.

Cuando se habla de “colesterol” en medicina, no quiere decirse colesterol como producto quimico, sino mas bien se
habla realmente de una clase de lipoproteinas (quilomicrones, agregados de transporte) que circulan en la sangre.
La concentracion de las lipoproteinas mencionadas anteriormente se denomina colesterol en sangre. Dependiendo
de su composicién en cuanto a colesterol, fosfolipidos, proteinas, triglicéridos y acidos grasos, estos agregados se
diferencian ademas en varias clases (segun el peso especifico, comprendido entre 0,98 y 1,17 g/cm”): VLDL
(lipoproteinas de muy baja densidad), IDL (lipoproteinas de densidad intermedia), LDL (lipoproteinas de baja
densidad), HDL2 y HDL3.

La biosintesis de colesterol se regula mediante la concentracion intracelular de colesterol y mediante las hormonas
insulina y glucagon, de modo que el colesterol se sintetiza solo en caso de necesidad para evitar que se malgaste la
energia. De hecho, una concentracion intracelular de colesterol elevada asociada con las hormonas insulina y
glucagoén inhibe la enzima HMG-CoA reductasa, de modo que se bloquea la biosintesis de colesterol nuevo. Por
este motivo, la cantidad de colesterol sintetizada es inversamente proporcional a la cantidad de colesterol tomada a
través de la dieta.

En el caso de una dieta hipercolesterolémica, la cantidad de colesterol sintetizada mediante la biosintesis de
colesterol disminuye, pero los parametros de analisis del colesterol pueden exceder, no obstante, los valores umbral
recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud: colesterol en sangre total por debajo de 200 mg/dl y una
razon de HDL/colesterol total de menos de 5 (para varones) y menos de 4,5 (para mujeres). Aproximadamente, se
admite lo siguiente:

i) Niveles normales de colesterol en sangre, con un valor de menos de 200 mg/dl de colesterol en sangre.
ii) Hipercolesterolemia leve, con un valor comprendido entre 200 y 249 mg/dlI.

i) Hipercolesterolemia moderada, con un valor comprendido entre 250 y 299 mg/dl.

iv) Hipercolesterolemia grave, con un valor superior a 300 mg/dl.

El hecho de exceder los valores umbral (200 mg/dl) de los parametros de analisis del colesterol limita a muchas
personas en la eleccion de los alimentos que pueden comer y en el estilo de vida que pueden mantener. Estas
limitaciones/privaciones también pueden tener consecuencias en el estado de animo de las propias personas, que
se ven privadas de la libertad de elegir qué comer puesto que son conscientes del hecho de que la eleccion de
tomar un plato con un alto contenido en colesterol implica o bien una serie de sacrificios en los siguientes dias o
bien, en algunos casos, un sentimiento de culpabilidad por haber “desobedecido” o contribuido a aumentar los
valores de colesterol en sangre.

Por tanto, seria util y deseable tener una composicidon capaz de normalizar los parametros de analisis del colesterol
en sujetos que se permiten alimentos con un contenido alto en colesterol de vez en cuando.

Se conoce bien la existencia de farmacos, tales como las estatinas, que inhiben la sintesis de colesterol endégeno
actuando sobre la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, una enzima que convierte las moléculas de 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA en acido mevalonico, un precursor del colesterol.

Un problema que se deriva de la ingesta de dichos farmacos, por ejemplo las estatinas, radica en el hecho de que al
reducir el nivel de colesterol endégeno dichos farmacos contribuyen a aumentar la biosintesis de colesterol
intracelular.

Un aumento de la biosintesis de colesterol intracelular significa que cuando un paciente deja de tomar estatinas, por

ejemplo, la biosintesis de colesterol intracelular no se normaliza (reduce) inmediatamente tras la interrupcion de la
ingesta de las estatinas, sino mas bien continda como si el paciente estuviera tomando todavia el farmaco (se dice
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que es un “memoria pasada”).

Por tanto, una vez que la ingesta de estatinas, por ejemplo, se interrumpe, la biosintesis de colesterol intracelular
tarda una determinada cantidad de tiempo antes de normalizarse, es decir antes de reducir dicha biosintesis hasta
los niveles que existian antes de que comenzase la ingesta del farmaco a base de estatina. Esta produccion
incontrolada e innecesaria de colesterol representa un serio inconveniente.

Por tanto, seria deseable disponer de un tratamiento alternativo a las estatinas, por ejemplo, pero no solo eso. El
tratamiento exigido debe ser un tratamiento que el sujeto pueda interrumpir libremente sin ninguna produccién de
colesterol adicional. En términos practicos, seria deseable disponer de un nuevo tratamiento que, por un lado, sea
capaz de reducir el nivel de colesterol endégeno y, por otro lado, en el caso de que el propio tratamiento se
interrumpa, sea capaz de normalizar la biosintesis de colesterol intracelular asi como normalizar el nivel fisiolégico
de colesterol.

El solicitante ha proporcionado una respuesta a las necesidades mencionadas anteriormente siguiendo una intensa
actividad de investigacion, al final de la cual se identifico, a partir de un enorme conjunto de cepas, una seleccion de
cepas bacterianas que pertenecen al género Bifidobacterium. Dichas cepas presentan una notable capacidad de
reducir el nivel de colesterol en sangre, en particular el nivel de colesterol de LDL.

La materia objeto de la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana que pertenece al género Bifidobacterium
y que tiene las caracteristicas divulgadas en la reivindicacion adjunta.

Dicha cepa pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum. El solicitante llevé a cabo una selecciéon sobre muchas
cepas bacterianas que pertenecen a la especie Bifidobacterium bifidum. Las cepas seleccionadas por sus
propiedades son:

(i) Bifidobacterium bifidum BB06 depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (Italia) en la DSMZ el
29.03.2011, con el numero de registro DSM 24688.

(ii) Bifidobacterium bifidum MB109 depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ el
29.06.2010, con el numero de registro DSM 23731.

El solicitante llevd a cabo una seleccion sobre muchas cepas bacterianas que pertenecen a la especie
Bifidobacterium lactis. Las cepas seleccionadas por sus propiedades son:

(i) Bifidobacterium lactis MB2409 depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ el
29.06.2010, con el numero de registro DSM 23733.

(i) Bifidobacterium lactis BS07 (MB243) depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ
el 29.03.2011, con el numero de registro DSM 24690.

El solicitante llevd a cabo una seleccion sobre muchas cepas bacterianas que pertenecen a la especie
Bifidobacterium breve. La cepa seleccionada por sus propiedades es Bifidobacterium breve MB113 depositada por la
empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ el 29.06.2010, con el nimero de registro DSM 23732.

El solicitante llevd a cabo una seleccion sobre muchas cepas bacterianas que pertenecen a la especie
Bifidobacterium infantis. La cepa seleccionada por sus propiedades es Bifidobacterium infantis BlI02 (MB287)
depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (Italia) en la DSMZ el 29.03.2011, con el nimero de registro
DSM 24687.

En el contexto de la presente invencién, las bacterias pueden estar presentes en forma aislada o con el
sobrenadante respectivo. Pueden estar presentes en forma de bacterias vivas o muertas o componentes de las
mismas o como un extracto celular o un extracto enzimatico.

La materia objeto de la presente invencion se refiere a una composicion alimenticia o producto complementario o
dispositivo médico o composicion farmacéutica que tiene las caracteristicas divulgadas en la reivindicacion adjunta.

La composicién alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica comprende
una mezcla de cepas bacterianas tal como se reivindica en la reivindicacion 1.

La composicién alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica comprende
una mezcla de cepas bacterianas que consiste en al menos una cepa bacteriana seleccionada del grupo que
comprende o, como alternativa, que consiste en:

(1) Bifidobacterium bifidum BB06 (MB107) depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la
DSMZ el 29.03.2011, con el nimero de registro DSM 24688; y/o
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(2) Bifidobacterium bifidum MB109 depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ el
29.06.2010, con el nimero de registro DSM 23731; y/o

(3) Bifidobacterium lactis MB2409 depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ el
29.06.2010, con el nimero de registro DSM 23733, y/o

(4) Bifidobacterium breve MB113 depositada por la empresa Probiotical S.p.A de Novara (ltalia) en la DSMZ el
29.06.2010, con el numero de registro DSM 23732.

La materia objeto de la presente invencion se refiere a una composicion alimenticia o producto complementario o
dispositivo médico o composicion farmacéutica que comprende una composicion bacteriana que consiste en (i) al
menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum capaz de adsorber colesterol sobre
su pared celular de superficie, y (ii) al menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium lactis
o Bifidobacterium breve capaz de hidrolizar sales biliares a un nivel intracelular y/o extracelular, para su uso en el
tratamiento preventivo o curativo de la hipercolesterolemia.

La composicion alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composiciéon farmacéutica esta
destinada al uso para reducir el nivel de colesterol de LDL en la sangre. Ademas, dicha cepa que pertenece a la
especie Bifidobacterium bifidum se selecciona del grupo que consiste en la cepa bacteriana B. bifidum BB06
(MB107) DSM 24688 y la cepa bacteriana B. bifidum (MB109) DSM 23731. Ademas, dicha cepa que pertenece a la
especie Bifidobacterium lactis se selecciona del grupo que consiste en la cepa bacteriana B. /lactis (MB2409) DSM
23733. Ademas, dicha cepa que pertenece a la especie Bifidobacterium breve es la cepa bacteriana B. breve
(MB113) DSM 23732. La composicion alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicion
farmacéutica comprende ademas una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium longum capaz de
producir acido linoleico conjugado (CLA) a partir de acido linoleico (LA). Ademas, dicha cepa que pertenece a la
especie Bifidobacterium longum es Bifidobacterium longum (BL04) DSM 23233.

La materia objeto de la presente invencion se refiere a una composicion alimenticia o producto complementario o
dispositivo médico o composicion farmacéutica que comprende una composicidon bacteriana que consiste en al
menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum, al menos una cepa bacteriana que
pertenece a la especie Bifidobacterium lactis y al menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie
Bidifobacterium longum, para su uso en el tratamiento preventivo o curativo de hipercolesterolemia. Dicha cepa que
pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum se selecciona del grupo que consiste en la cepa bacteriana B.
bifidum BB06 (MB107) DSM 24688 y la cepa bacteriana B. bifidum (MB109) DSM 23731; preferiblemente es la cepa
bacteriana B. bifidum (MB109) DSM 23731. Ademas, dicha cepa que pertenece a la especie Bifidobacterium lactis
se selecciona del grupo que consiste en la cepa bacteriana B. lactis (MB2409) DSM 23733. Ademas, dicha cepa que
pertenece a la especie Bifidobacterium longum es Bifidobacterium longum (BL04) DSM 23233.

En la composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicion farmacéutica esta
presente adicionalmente al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende esteroles o
fitoesteroles, estanoles o fitoestanoles, glucomanano, goma konjac y/o al menos una fibra prebiética seleccionada
del grupo que comprende fructo-oligosacaridos-FOS, galacto-oligosacaridos-GOS, xilo-oligosacaridos-XOS, inulina,
fibras de alerce o arabinogalactano y/o arroz rojo fermentado y/o betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada,
salvado de cebada y/o gel de Aloe arborescens en forma liofilizada.

En la composicion alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composiciéon farmacéutica esta
presente adicionalmente: (i) al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende esteroles o
fitoesteroles y/o estanoles o fitoestanoles en asociacion con al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo
que comprende glucomanano, goma konjac, arroz rojo fermentado, betaglucanos de avena, salvado de avena,
cebada, salvado de cebada y gel de Aloe arborescens en forma liofilizada;

(ii) al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende esteroles o fitoesteroles y/o estanoles o
fitoestanoles en asociaciébn con al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende
glucomanano, goma konjac, arroz rojo fermentado, betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada, salvado de
cebada y gel de Aloe arborescens en forma liofilizada en asociacion con al menos una fibra prebidtica seleccionada
del grupo que comprende FOS, GOS, XOS, inulina, fibra de alerce o arabinogalactano.

Ventajosamente, la composicion alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicion
farmacéutica comprende una mezcla de cepas bacterianas que comprende o, como alternativa, que consiste en al
menos dos cepas bacterianas. Al menos una primera cepa debe tener un mecanismo de adsorcién no especifica de
colesterol (adsorcion de colesterol sobre la pared celular de superficie de la bacteria), mientras que al menos una
segunda cepa debe tener una actividad enzimatica de BSH (hidrolasa de sales biliares) especifica.

La composicién alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composiciéon farmacéutica de la
presente invencion tiene aplicacion valida en el tratamiento preventivo o curativo de trastornos o patologias

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2612142713

relacionados con niveles altos de colesterol en sangre, es decir niveles de colesterol que exceden 200 mg/dl; y en el
tratamiento de la hipercolesterolemia.

Las composiciones descritas anteriormente, a las que se refiere la presente invencion, tienen aplicacion valida en la
reduccion del nivel de colesterol en sangre, en particular colesterol de LDL.

En una realizacion preferida, la composicion alimenticia o producto complementario o composicién farmacéutica de
la presente invencién comprende, ademas, al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende
0, como alternativa, que consiste en esteroles o fitoesteroles y/o estanoles o fitoestanoles. La cantidad de
esteroles/estanoles por dosis diaria de composicién debe ser mayor de 0,8 g, preferiblemente de desde 1 g hasta
3 g, por ejemplo, desde 1,5 hasta 2,0 g. En una realizacién preferida, la composicién alimenticia o producto
complementario o dispositivo médico o composiciéon farmacéutica de la presente invencién comprende ademas al
menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que consiste en
glucomanano, goma konjac, arroz rojo fermentado, betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada, salvado de
cebada y gel de Aloe arborescens en forma liofilizada. La cantidad de glucomanano/goma konjac por dosis diaria de
composicion debe ser mayor de 4 g, preferiblemente de desde 5 g hasta 10 g, por ejemplo, desde 6 hasta 8 g.

Si se usan betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada o salvado de cebada, debe garantizarse una ingesta
de 3 gramos al dia con el fin de contribuir a mantener niveles de colesterol en sangre normales.

En una realizaciéon preferida, la composicion alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o
composicion farmacéutica de la presente invencion comprende ademas al menos una sustancia vegetal
seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que consiste en esteroles y estanoles en asociacion con
al menos otra sustancia de origen vegetal seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que consiste
en glucomanano y goma konjac. Las dosis recomendadas diariamente se indican anteriormente.

En una realizacion preferida, la composicion alimenticia o producto complementario o composicién farmacéutica de
la presente invencion comprende ademas al menos una fibra prebiotica seleccionada del grupo que comprende o,
como alternativa, que consiste en FOS, GOS, XOS e inulina.

En una realizacion preferida, la composicion alimenticia o producto complementario o composicién farmacéutica de
la presente invencion comprende ademas al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende o,
como alternativa, que consiste en esteroles y estanoles en asociacién con al menos una fibra prebidtica
seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que consiste en FOS, GOS, XOS e inulina.

En una realizacion preferida, la composicion alimenticia o producto complementario o composicién farmacéutica de
la presente invencion comprende ademas al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende o,
como alternativa, que consiste en glucomanano y goma konjac en asociacion con al menos una fibra prebidtica
seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que consiste en FOS, GOS, XOS e inulina.

En una realizacion preferida, la composicion alimenticia o producto complementario o composicién farmacéutica de
la presente invencion comprende ademas al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende o,
como alternativa, que consiste en esteroles y estanoles en asociaciéon con al menos una sustancia vegetal
seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que consiste en glucomanano y goma konjac en
asociacion con al menos una fibra prebidtica seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que
consiste en FOS, GOS, XOS, inulina.

Las composiciones descritas anteriormente tienen aplicacion valida en el tratamiento de sujetos sanos que tienen un
nivel de colesterol en sangre que esta dentro del intervalo normal, pero que de vez en cuando, debido a la ingesta
de una cantidad de grasas en la dieta, puede aumentar, dando lugar a hipercolesterolemia “temporal”. En este caso,
la ingesta, por esos sujetos, de una composicion segun la presente invencion puede devolver el nivel de colesterol
en sangre al intervalo normal, puesto que hay una reduccion del exceso de colesterol.

Ademas, las composiciones descritas anteriormente también tienen aplicacion valida en el tratamiento de sujetos
que normalmente tienen un alto nivel de colesterol en sangre. En este caso, la ingesta, por parte de esos sujetos, de
una composicion segun la presente invencion puede limitar el aumento en el nivel de colesterol en sangre.

Tal como se muestra en las curvas de acidificacion que siguen, la cepa BL04 prefiere una sustancia vegetal, tal
como FOS, fibras de alerce o arabinogalactano y GOS-Gal, la cepa MB2409 prefiere una sustancia vegetal tal como
FOS y GOS-Galé, y la cepa MB109 prefiere una sustancia vegetal tal como FOS e inulina.

Parte experimental

El solicitante realizd una actividad de investigacion intensa con el objetivo de seleccionar las cepas bacterianas.

Estudio in vivo
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Se alojaron un total de 32 ratas en jaulas. Tras varios dias de aclimatacion a la dieta habitual (T0), todas las ratas
empezaron a recibir la misma dieta hipercolesterolemiante al 100 %. Tras 15 dias de esta dieta (T15), se dividieron
aleatoriamente las ratas en 4 subgrupos (8 ratas por subgrupo). Las ratas comenzaron a recibir tratamientos
diferenciados desde T15 hasta T45. Estos tratamientos continuaron durante 30 dias hasta el sacrificio (T45):

Grupo 1: Dieta hipercolesterolemiante al 30 % y Lactobacillus reuteri NCIMB 701359 (Kandler et al.; 1982), 1x10%dia
(referencia). Se conoce esta cepa por su capacidad para disminuir los niveles de colesterol (referencia);

Grupo 2: Dieta hipercolesterolemiante al 30 % y mezcla de probidticos [B. /actis MB2409 DSM 23733 (0,33x10°%/dia),
B. breve MB113 DSM 23732 (0,33x10%dia) y B. bifidum MB109 DSM 23731 (0,33x10%dia)];

Grupo 3: Dieta hipercolesterolemiante al 30 % (control).

La dosis diaria por rata fue de 1 ml de una suspensién que contenia (‘Ix109 UFC/ml) de las cepas bacterianas
indicadas anteriormente. Se administro la dosis a las ratas a través de una sonda gastrica.

Se tomaron muestras de sangre a TO, T15 y T45 tras ayuno. Se separd el suero de la sangre obtenida y se
determinaron los siguientes parametros séricos: a) colesterol de LDL, b) colesterol de HDL, c) colesterol total y d)
triglicéridos.

Fases del estudio

Fase I. Dieta preliminar normal para todas las ratas durante 7 dias (T-7).

Fase Il. Dieta hipercolesterolemiante al 100 % para todas las ratas desde el dia cero (T0) hasta el décimo quinto dia
(T15).

Fase lll. Dieta diferenciada, tal como se ha descrito anteriormente, para los 4 grupos desde el décimo sexto hasta el
cuadragésimo quinto dia (T45).

Resultados experimentales

1) Cambio en el peso corporal

El primer parametro examinado fue el crecimiento ponderal de las ratas con el fin de verificar una ingesta de
alimento correcta. Los datos demuestran que las ratas tomaron el alimento de manera correcta.

2) Efecto de la dieta hipercolesterolemiante

Puesto que todas las ratas recibieron la misma dieta en esta primera fase, se agruparon todas. Entonces se realizé
una comparacion entre el colesterol de LDL, el colesterol de HDL, el colesterol total y los niveles de triglicéridos en
sangre a tiempo cero (T0) y tras 15 dias (T15). También se calcul6 la razén de HDL/LDL, véase la tabla 1.

Tabla 1
Parametros en sangre T0 T15
Colesterol de LDL (mg/dl) 18,52+1,07 22,31+3,86°
Colesterol de HDL (mg/dl) 65,22+3,10 21,85+4,50*
HDL/LDL 3,54+0,25 1,00+0,22*

El analisis estadistico se realizé con la prueba de la t de Student: ° p<0,01; * p<0,001.

Los datos proporcionados en la tabla 1 muestran que la dieta hipercolesterolemiante dio lugar a un aumento
significativo de colesterol de LDL (colesterol malo) y una disminucioén incluso mas significativa de colesterol de HDL
(colesterol bueno). La razén de HDL/LDL, que en condiciones normales debe ser mayor de 3, disminuyé mediante la
dieta hipercolesterolemiante.

3) Efecto de los diferentes tratamientos (grupos 1-3) sobre el colesterol de LDL

Los tratamientos 1 y 2 (grupos 1 y 2) dieron lugar a una reduccion significativa de colesterol de LDL (p<0,001) en
comparacion con los valores a T15. En el tratamiento 3 (grupo 3), basado solo en una dieta hipercolesterolemiante al
30 %, los niveles de LDL no cambiaron en comparacién con T15.

La cantidad de colesterol se redujo a través de dos mecanismos:
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i) Mecanismo 1: Adsorcién de colesterol no especifica (sobre la pared celular de superficie de la bacteria)
ii) Mecanismo 2: Actividad enzimatica especifica de BSH (hidrolasa de sales biliares).

El solicitante llevo a cabo seleccion sobre un grupo muy grande de bacterias evaluando la actividad intracelular de
BSH.

A efectos practicos, se cultivd cada cepa bacteriana durante la noche en medio de cultivo MRS+cisteina, el 0,05 %
en peso/volumen, y entonces se centrifugd con el fin de recoger un sedimento de células. Se lavo este sedimento
dos veces con un tampon fosfato de sodio pH 6 0,1 M con el fin de eliminar la BSH extracelular.

Se resuspendieron las células en 1 ml de tampdn fosfato de sodio pH 6; se lisaron con perlas de vidrio por medio de
tres ciclos de vortex de 5 minutos a velocidad maxima a 4 °C y se incubaron con hielo durante 10 minutos. Al final
del tercer ciclo, se centrifugd la muestra a 13000 rpm durante 5 minutos y se precipitaron todas las macromoléculas
y los residuos celulares de modo que pudiera usarse el sobrenadante, que también contiene las proteinas.

El sobrenadante se sometié a andlisis para cuantificar las proteinas totales contenidas en el mismo.

Para este fin, se us6 el método de Lowry para determinar la cantidad total de proteina presente en el extracto. A
efectos practicos, se afiade un mililitro de reactivo de Lowry a 200 microlitros de extracto, diluido apropiadamente.

Disoluciones madre:

Lowry A: (Na2CO3 en NaOH 0,1 M (autoclave),
Lowry B: CuSOs al 1 % en H2O (esterilizar mediante filtracion),
Lowry C: tartrato Na-K tetrahidratado al 2 % en HyO (esterilizar mediante filtracién).

Reactivo de Lowry (por 50 ml-50 muestras): Lowry A 49 mi+Lowry B 0,5 ml+Lowry C 0,5 ml.

Se combinan 200 pl de muestra diluida apropiadamente + 1 ml de reactivo de Lowry a temperatura ambiente. Se
dejan incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y entonces se afiaden 100 microlitros de reactivo de Folin-
Cicalteau diluido 1:1 en agua. Tras 30 minutos de incubacioén, se mide la absorbancia a 500 nm. Los datos obtenidos
se interpolan a lo largo de una recta de regresion con BSA. Entonces, se determina el contenido en proteina total del
extracto y se expresa en mg/ml. Se valora la actividad especifica de BSH (unidades de BSH/mg de proteina total)
para determinar la porcién de proteinas presente en el extracto celular que presenta actividad enzimatica de BSH.

Para este fin, se afiaden 20 microlitros de un sustrato que contiene acido taurodesoxicolico (TDCA) - muestra de
TCDA - o acido glicolico (GCA) - muestra de GCA - a los 20 microlitros del extracto descrito anteriormente a una
concentracion de 200 mM. Se afiaden 360 microlitros de tampdn fosfato de sodio pH 6 0,1 M. El blanco experimental
se representa mediante 20 microlitros de extracto y 380 microlitros de tampdn fosfato de sodio pH 6 0,1 M (muestra
de blanco).

Se incuban las muestras (muestra de TDCA, muestra de GCA y muestra de blanco) a 37 °C. Se repite esto para el
extracto obtenido de cada cepa. Tras 10 y 30 minutos de incubacion, se recogen 100 microlitros de las muestras
descritas anteriormente y se afiaden 100 microlitros de TCA (&cido tricloroacético al 15 %) para precipitar las
proteinas. A esto le siguen 5 minutos de centrifugacion a 13000 rpm con el fin de obtener una mezcla acida y se
recoge el sobrenadante, que contendra los aminoacidos glicina y taurina.

Se analizaron 50 microlitros de mezcla acida (para cada mezcla acida obtenida, es decir muestra de blanco, muestra
de TDCA y muestra de GCA) recogida a 10 y 30 minutos como tales y diluidas 1:5. En detalle, se evaluaron las
muestras como tales usando las razones de 50 microlitros de mezcla acida y 950 microlitros de mezcla de
ninhidrina, mientras que se evalu6 la dilucién 1:5 afiadiendo 10 microlitros de mezcla acida a 40 microlitros de agua
desmineralizada y afiadiendo 950 microlitros de mezcla de ninhidrina. Se preparé la mezcla de ninhidrina tal como
sigue: 2 mililitros de ninhidrina al 1 % en un tampon de citrato pH 5,5 0,5 M; 4,8 mililitros de glicerol y 0,8 mililitros de
tampon de citrato pH 5,5 0,5 M. Se sometieron a ebullicién las muestras durante 14 minutos y se enfriaron durante 3
minutos en agua. Se leyo la absorbancia de cada muestra a 570 nanémetros.

Cuantificar la taurina y glicina requiere una curva de calibracion especifica a una concentracion patron de taurina o
glicina.

Determinacioén de las unidades de actividad enzimatica de BSH por ml de extracto:

- U/ml = micromoles de taurina o glicina liberadas por minuto/ml = [Abs 570 de la muestra desconocida — Abs
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570 del blanco]/10 minutos]-1/[(1,25 x 1000) - (factor de dilucion 1 6 5)

Las unidades (U) de BSH / ml de extracto se transforman en unidades (U) de BSH / mg de proteinas totales
basandose en la concentracion de proteina total determinada usando el método de Lowry.

Al final de esta seleccion llevada a cabo sobre todas las cepas (por determinacion de la actividad especifica de BSH
(Lowry y ninhidrina) se llevé a cabo un analisis adicional, que consistia en la determinacién de la biotransformacion
de GCA con células completas, puesto que esto representa “una actividad extracelular”.

A efectos practicos, se lleva a cabo un cultivo en caldo durante la noche en MRS + cisteina al 0,05 % en
peso/volumen y entonces se mide la DO a 600 nanémetros con el fin de normalizar la concentracioén celular.

Se prepara un blanco que contenia MRS+cisteina al 0,05 %. Se afiaden 20 microlitros de una disolucion 200 mM de
acido glicdlico (GCA) a 1 ml de cada muestra; seguido entonces de incubacion a 37 °C durante 20 minutos.
Posteriormente, se recogen 100 microlitros y se afiaden 100 microlitros de acido tricloroacético al 15 % para
interrumpir la reaccion. Entonces se centrifugan las muestras a 12000 rpm durante 5 minutos para separar las
células completas y las proteinas; se diluyen 25 veces con agua desmineralizada y se inyectan en una HPLC-EM
para calcular el % de conversién en comparacion con la muestra de blanco.

Condiciones de funcionamiento de HPLC:

Columna: Zorbax Eclipse,

velocidad de flujo: 0,2 ml/min,

inyeccion: 1 pl,

A =200 nm,

disolvente: A = H,O dd; B = ACN,

gradiente: B % T (min); 10 %, 5 min; 100 %, 30 min; 100 %, 50 min; 10 %, 55 min.
Tiempo de retencién: GCA (PM = 464):33,04 min; CA (PM = 407): 35,41 min.

Condiciones de funcionamiento de EM (espectrometria de masas):

Polaridad: negativa,

tiempo de ad.: 300,

corriente de capilaridad: 3500 V,
nebulizador: 30 psi,

gas seco: 8,0 1/min,

temp. seca: 325 °C,

T (min): 0-30, 30-40, 40-55.

Se realiza un calculo del % de conversion, es decir de cuanto CA y GCA esta presente, con el fin de determinar la
presencia de BSH extracelular.

Por tanto, se seleccionaron las 32 cepas iniciales considerando el valor de BSH intracelular (método de Lowry y
ensayo de ninhidrina) y la bioconversion de GCA en CA - BSH extracelular (cromatografia HPLC + EM), véase la
tabla 2.

Tabla 2
Bacteria % de bioconversion % de bioconversion de actividad de Desv. est.
(actividad de BSH GCA promedio BSH intracelular
extracelular) promedio frente
a GCA
L. reuteri 98 82,7 90,4 1,12 0,13
NCIMB
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701359
B. lactis DSM 100 100 100 0,59 0,15
24690
B. lactis DSM 79,8 63,9 71,9 0,77 0,20
23733
B. bifidum 64,2 71,2 67,7 0,10 0,03
DSM 23731
B. breve DSM 14,7 14,7 14,7 1,18 0,29
23732
B. infantis 6,6 6,9 6,8 0,67 0,06
DSM 24687
B. Bifidum - - - 0,15 0,07
DSM 24688

Las cepas se sometieron a prueba posteriormente con el fin de determinar su capacidad para reducir el colesterol
mediante adsorcion.

Se evalud la capacidad de adsorcién de colesterol cultivando las cepas en medio MRS + cisteina, al que se le
afadieron 100 miligramos/litro de colesterol. Se incubaron los cultivos a 37 °C durante 48 horas. 24 y 48 horas tras
el inicio de la incubacioén, se tomaron muestras y se analizo el colesterol que quedaba en el sobrenadante mediante
HPLC. Se calcul6 el colesterol adsorbido sobre las células y se compard con un control no inoculado (medio MRS +
cisteina + 100 mg/l de colesterol). También se consider6 el % de colesterol adsorbido en relacién con la densidad
optica del cultivo ( % de colesterol adsorbido/DO), ya que esta razén expresa la capacidad de la célula para
adsorber el colesterol sobre su membrana. Las concentraciones de colesterol de de las muestras desconocidas se
determinaron por medio de una curva de calibraciéon con concentraciones de colesterol conocidas (desde 0,00 mg/l
hasta 100 mg/l).

Método de HPLC

Columna: Zorbax Eclipse XBD-C18 de resolucion rapida HT 4,6 x 50 mm 1,8 um,
Fase moévil: ACN,

Flujo de DAD: 200 nm,

tr del colesterol: 4,0 min

Condiciones de cultivo

Medio

Glucosa: 20 g/,

Peptona proteosa n.° 3 de Bacto, 10 g/l,
extracto de ternera de Bacto: 10 g/l,
extracto de levadura de Bacto: 5 g/l,
acetato de sodio 5 g/,

KoHPO3: 2 g/,

citrato de amonio: 2 g/,

MgSO.: 0,1 g/l,

MnSO4: 0,05 g/l,

cisteina: 0,5 g/l,

mezcla de colesterol-Tween 80

Esterilizar en autoclave a 110 °C durante 30 minutos.
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Condiciones de crecimiento

Inoculacion del 10 % a partir del cultivo durante la noche,
T=37°C

Condiciones anaerobias en gas,

colesterol inicial 0,08 g/l

Tiempo = 18 horas

En la tabla 3 se muestran los valores de adsorcion de colesterol.

Tabla 3

DO % de adsorcion % de adsorcion/DO
Bacteria 1 2 1 2 1 2 Promedio
L. reuteri 6,5 55 19,1 18,5 2,9 3,4 3,1
NCIMB
701359
B. bifidum 1,6 1,5 55,9 43,5 34,4 29,9 32,2
DSM
24688
B. bifidum 2,3 3,4 49,4 46,9 21,1 14,0 20,1
DSM
23731
B. lactis 2,7 2,2 18,6 17,7 6,8 8,2 75
DSM
23733
B. breve 1,0 1,3 6,9 8,9 7.3 6,6 7,0
DSM
23732
B. infantis 10,4 9,8 32,9 28,1 3,2 2,9 3,0
DSM
24687
B. lactis 2,1 2,2 18,4 13,0 8,8 6,0 7.4
DSM
24690

La cepa B. bifidum BB06 (MB107) DSM 24688 y la cepa B. bifidum MB109 DSM 23731 muestran una alta capacidad
de adsorcién de colesterol. Estas dos cepas absorben una gran cantidad en comparacion con L. reuteri NCIMB
701359 de referencia.

En una realizacion preferida, la composicién de la presente invencion comprende o, como alternativa, consiste en al
menos una cepa que tiene una alta capacidad de adsorcion de colesterol, seleccionada del grupo que comprende o,
como alternativa que consiste en B. bifidum BB06 (MB107) DSM 24688 y B. bifidum MB109 DSM 23731, que
muestran una alta capacidad de adsorcion de colesterol, en asociacién con al menos una cepa que tiene una
actividad de BSH intracelular y/o extracelular, seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que
consiste en B. lactis MB2409 DSM 23733, B. breve MB113 DSM 23732, B. infantis BI02 (MB287) DSM 24687 y B.
lactis BS07 (MB243) DSM 24690. Dicha composicion puede comprender ademas esteroles y/o estanoles y/o
glucomanano y/o goma konjac y/o fibras prebidticas, tal como se ha descrito anteriormente.

En una realizacion preferida, la composicién de la presente invencion comprende o, como alternativa, consiste en al
menos una cepa que tiene una alta capacidad de adsorcion de colesterol, seleccionada del grupo que comprende o,
como alternativa que consiste en B. bifidum BB06 (MB107) DSM 24688 y B. bifidum MB109 DSM 23731, que
muestran una alta capacidad de adsorcion de colesterol, en asociacién con al menos una cepa que tiene una
actividad de BSH intracelular y/o extracelular, seleccionada del grupo que comprende o, como alternativa, que
consiste en B. lactis MB2409 DSM 23733 (actividad de BSH intracelular y extracelular) y B. breve MB113 DSM
23732 (alta actividad de BSH intracelular). Ventajosamente, dicha composicion comprende la cepa B. bifidum
MB109 DSM 23731 en asociacion con B. lactis MB2409 DSM 23733. Dicha composicion puede comprender ademas
esteroles y/o estanoles y/o glucomanano y/o goma konjac y/o fibras prebioticas, tal como se ha descrito
anteriormente.

En una realizacion preferida, la composicion comprende, o como alternativa consiste en, B. bifidum MB109 DSM
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23731 en asociacion con B. lactis MB2409 DSM 23733. Dicha composicion puede comprender ademas esteroles y/o
estanoles y/o glucomanano y/o goma konjac y/o fibras prebidticas, tal como se ha descrito anteriormente.

Las composiciones descritas anteriormente, a las que se refiere la presente invencion, tienen aplicacion valida para
reducir el nivel de colesterol en sangre, en particular colesterol de LDL.

Las composiciones descritas anteriormente, a las que se refiere la presente invencion, tienen aplicacién valida en el
tratamiento preventivo o curativo de trastornos o patologias relacionados con altos niveles de colesterol en sangre,
niveles de colesterol por encima de 200 mg/dl; y en el tratamiento de la hipercolesterolemia.

Estudio clinico

Se realiz6 un estudio de eficacia clinica usando un comprimido de placebo que contenia fructo-oligosacaridos (FOS)
y dioxido de silicio (polvo total/capsula = 280,6 mg) y un comprimido que contenia B. lactis MB 2409 DSM23733, B.
bifidum MB 109 DSM 23731 y B. longum BL 04 DSM 23233 y diéxido de silicio (polvo total/capsula = 280,6 mg).

Sustancialmente, se combinaron dos cepas con actividad hipercolesterolemiante y la cepa que mejor transformaba
acido linoleico (LA) en acido linoleico conjugado (CLA).

Tipo de estudio: cruzado aleatorizado de doble ciego frente a placebo. Se planeé el cruce para que tuviera lugar tras
75 dias (15 dias con 2 capsulas/dia + 60 dias con 1 capsula/dia). La duracion total del estudio fue de 150 dias.
Carga garantizada al final del periodo: 1 billén/cepa/capsula. La dosificacion proporcionada en el estudio para cada
tratamiento (agente activo o placebo) fue la siguiente: 2 capsulas/dia durante los primeros 15 dias, 1 capsula/dia
durante los siguientes 60 dias; tras el cruce, de nuevo 2 capsulas/dia durante los primeros 15 dias, 1 capsula/dia
durante los siguientes 60 dias. El estudio clinico confirmé la eficacia de la composicion bacteriana sometida a
prueba en la reduccion del nivel de colesterol en sangre en tanto como el 25 %.

Determinacién de las curvas de acidificacion para las cepas B. bifidum MB109 DSM 23731, B. lactis MB2409 DSM
23733 y B. longum BL04 DSM 23233 (tablas 4, 5, 6 y figuras 1, 2, 3).

Se reactivaron las cepas MB109, MB2409 y BL04 antes del experimento mediante subcultivo en TPY + Cys-HCI al 1
% y se incubaron en anaerobiosis a 37 °C. Se repitieron las etapas de reactivacion tres veces antes del experimento
con incubacion durante la noche. Al final de la tercera etapa de reactivacion se sedimentaron las células, se lavaron
con agua estéril y se resuspendieron antes de la inoculacion en el medio complementado con fibra. El medio usado
se basa en MRS libres de azucar (fuentes de carbono) complementado respectivamente con:

- Glucosa (disolucion esterilizada mediante tratamiento térmico, 121 °C 15’), medio de control.
- FOS (disolucion esterilizada mediante filtracion, filtro de 0,20 pl).

- GOS-Glu-galacto-oligosacaridos con residuo de glucosa (disolucion esterilizada mediante filtracion, filtro de
0,20 ul).

- GOS-Gal-galacto-oligosacaridos con residuo de galactosa (disolucién esterilizada mediante filtracion, filtro de
0,20 pl).

- XOS (disolucion esterilizada mediante filtracion, filtro de 0,20 pl).

- Larex-fibra de alerce o arabinogalactano (disolucion esterilizada mediante tratamiento térmico, 121 °C 15’).

- Inulina (disolucion esterilizada mediante tratamiento térmico, 121 °C 15’).

La concentracion final de fuentes de carbono para todos los medios fue de 20 g/l. Entonces se inocularon los medios
asi compuestos con el 4 % de las cepas MB109, MB2409 y BL04 (con la adicion de Cys-HCI al 1 %) y se incubaron

a 37 °C en aerobiosis. Se midieron los valores de pH a tiempo 0 y a las 3, 6, 8 y 10 horas con el fin de construir las
curvas de acidificacion mostradas en las graficas.

Tabla 4
0 3 6 8 10
Glu 6,5 6,4 6,35 6,27 6,28
BLO4 Fos 6,5 6,35 6,09 5,88 5,87
Xos 6,49 6,35 6,22 6,11 6,12
Gos-gal 6,49 6,35 6,16 5,99 5,95
Gos-glu 6,5 6,38 6,26 6,16 6,1
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Inu 6,5 6,42 6,38 6,36 6,4
Lar 6,43 6,25 6,05 5,92 5,86
Tabla 5
0 3 6 8 10
Glu 6,53 6,41 6,35 6,31 6,33
Fos 6,58 6,52 6,46 6,42 6,44
Xos 6,56 6,51 6,48 6,45 6,5
MB2509 Gos-gal 6,56 6,52 6,49 6,47 6,52
Gos-glu 6,57 6,5 6,47 6,43 6,45
Inu 6,57 6,54 6,5 6,49 6,52
Lar 6,53 6,48 6,45 6,43 6,46
0 3 6 8 10
Tabla 6
0 3 6 8 10
Glu 6,47 6,39 6,32 6,18 5,69
Fos 6,5 6,44 6,38 6,25 5,76
Xos 6,5 6,43 6,38 6,26 6,15
MB109 Gos-gal 6,58 6,51 6,45 6,37 6,06
Gos-glu 6,6 6,52 6,44 6,26 5,83
Inu 6,6 6,54 6,47 6,34 5,93
Lar 6,54 6,48 6,42 6,37 6,09

12
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REIVINDICACIONES

Composicion alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicion farmacéutica que
comprende una composicion bacteriana que comprende

- al menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum seleccionada del grupo
que consiste en la cepa bacteriana B. bifidum BB06 (MB107) DSM 24688 y la cepa bacteriana B. bifidum
MB109 DSM 23731 capaz de adsorber colesterol sobre su pared celular de superficie; y

- al menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium lactis o Bifidobacterium breve
seleccionada del grupo que consiste en la cepa bacteriana B. lactis MB2409 DSM 23733 y la cepa
bacteriana B. breve (MB113) DSM 23732 capaz de hidrolizar sales biliares a nivel intracelular y/o
extracelular, para su uso en el tratamiento preventivo o curativo de la hipercolesterolemia.

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun la reivindicacion 1, para reducir el nivel de colesterol de LDL en la sangre.

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun una de las reivindicaciones 1-2, en la que esta presente adicionalmente una cepa
bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium longum capaz de producir acido linoleico conjugado
(CLA) a partir de acido linoleico (LA).

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun la reivindicaciéon 3, en la que dicha cepa que pertenece a la especie Bifidobacterium
longum es Bifidobacterium longum BL04 DSM 23233.

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun una de las reivindicaciones 1-4, en la que dicha composicion bacteriana consiste en al
menos una cepa bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum, al menos una cepa
bacteriana que pertenece a la especie Bifidobacterium lactis y al menos una cepa bacteriana que pertenece
a la especie Bidifobacterium longum,

en la que:

- dicha cepa que pertenece a la especie Bifidobacterium bifidum se selecciona del grupo que consiste en la
cepa bacteriana B. bifidum BB06 (MB107) DSM 24688 y la cepa bacteriana B. bifidum MB109 DSM 23731,

- dicha cepa que pertenece a la especie Bifidobacterium lactis es la cepa bacteriana B. lactis MB2409 DSM
23733,y

- dicha cepa que pertenece a la especie Bifidobacterium longum es Bifidobacterium longum BL04 DSM
23233,

para su uso en el tratamiento preventivo o curativo de la hipercolesterolemia.

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun una de las reivindicaciones 1-5, en la que dicha composicion bacteriana consiste en la
cepa bacteriana B. bifidum MB109 DSM 23731, la cepa bacteriana B. lactis MB2409 DSM 23733 y la cepa
Bifidobacterium longum BL04 DSM 23233.

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun una de las reivindicaciones 1-6, en la que esta presente adicionalmente al menos una
sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende esteroles o fitoesteroles, estanoles o
fitoestanoles, glucomanano, goma konjac y/o al menos una fibra prebittica seleccionada del grupo que
comprende fructo-oligosacaridos-FOS, galacto-oligosacaridos-GOS, xilo-oligosacaridos-XOS, inulina, fibra
de alerce o arabinogalactano y/o arroz rojo fermentado y/o betaglucanos de avena, salvado de avena,
cebada, salvado de cebada y/o gel de Aloe arborescens en forma liofilizada.

La composiciéon alimenticia o producto complementario o dispositivo médico o composicién farmacéutica
para su uso segun la reivindicacion 7, en el que esta presente adicionalmente:

(i) al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende esteroles o fitoesteroles y/o
estanoles o fitoestanoles y al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende
glucomanano, goma konjac, arroz rojo fermentado, betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada,
salvado de cebada y gel de Aloe arborescens en forma liofilizada;
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(ii) al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende esteroles o fitoesteroles y/o
estanoles o fitoestanoles y al menos una sustancia vegetal seleccionada del grupo que comprende
glucomanano, goma konjac, arroz rojo fermentado, betaglucanos de avena, salvado de avena, cebada,
salvado de cebada y gel de Aloe arborescens en forma liofilizada y al menos una fibra prebidtica
seleccionada del grupo que comprende FOS, GOS, XOS, inulina, fibra de alerce o arabinogalactano.
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Figura 3
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