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DESCRIPCION

Agente anti-obesidad, alimento o bebida anti-obesidad, agente que mejora la tolerancia a la glucosa, y alimento o
bebida para mejorar la tolerancia a la glucosa

Campo Técnico

La presente invencion se refiere a un agente contra la obesidad, un alimento o una bebida contra la obesidad, un
agente de mejora de la tolerancia a la glucosa, y un alimento o una bebida para la mejora de la tolerancia a la
glucosa que contiene un Bifidobacterium breve especifico como un componente activo, de acuerdo con lo definido
en forma adicional en las reivindicaciones.

Antecedentes

A medida que el estilo de vida del pueblo japonés se vuelve mas occidentalizado y el envejecimiento de la poblacion
continda progresando rapidamente, el numero de pacientes con enfermedades relacionadas con el estilo de vida
tales como la cardiopatia isquémica, la enfermedad cerebrovascular y la diabetes continda incrementando. Una de
las principales causas de este tipo de enfermedades relacionadas con el estilo de vida es la obesidad, y la
importancia de prevenir y remediar la obesidad se destacé ampliamente. Ademas, la obesidad también es vista
como indeseable desde el punto de vista de la apariencia y la belleza, y hay mucho interés en las dietas con el fin de
prevenir o remediar la obesidad.

Contra este tipo de antecedente de mayor conciencia con respecto a la obesidad, un criterio diagndstico conocido
como "sindrome metabdlico" se ha identificado como el incremento de la probabilidad de la aparicién futura de una
enfermedad relacionada con el estilo de vida, y la medicion de la circunferencia de la cintura se utiliza en examenes
médicos con el propésito de prevenir y/o remediar el sindrome metabdlico.

Los ejemplos de métodos que se utilizan de manera convencional para hacer frente a la obesidad incluyen
tratamientos dietéticos (restriccion en la dieta y ayunos), los tratamientos basados en ejercicio (Qque promueven el
consumo de energia a través del ejercicio), y los tratamientos basados en farmacos. Los ejemplos de los farmacos
actualmente utilizados en los tratamientos basados en farmacos incluyen Orlistat, que inhibe la absorciéon de grasa
en el tracto intestinal (tal como los farmacos "Xenical" (una marca registrada) fabricado por Roche Ltd., y "Alli" (una
marca registrada) fabricado por GlaxoSmithKline plc.), y Acarbosa, que es un inhibidor de la enzima glucolitica (a-
glucosidasa) (tal como el farmaco "Glucobay" (una marca registrada) fabricado por Bayer AG).

Sin embargo, el uso excesivo de estos tratamientos puede provocar una serie de problemas, que incluye el deterioro
de la salud del paciente, el incremento de peso debido a los rebotes, y la dificultad en la consecucién de un
tratamiento continuo o a largo plazo. En particular en el caso de los métodos basados en farmacos, los efectos
secundarios también tienden a ser un problema. Ademas, los farmacos utilizados en los tratamientos basados en
farmacos son farmacos farmacéuticos, y en particular no son faciles de utilizar.

Las pruebas en la inhibicion de la obesidad por el uso de microbios tales como bacterias de acido lactico se han
informado con anterioridad. Por ejemplo, el Documento no de Patente 1 informa que cuando se alimenta una
alimentacion que contiene 10% de Bifidobacterium bifidum G9-1 seca viva a ratas exdgenamente
hipercolesterolémicas (ExHC), ratas obesas (Wistar grasos), y ratones obesos y diabéticos (KK-AY), los niveles de
triacilglicerol y colesterol en la sangre y el higado disminuyeron. Sin embargo, cuando se utiliza la cepa bacteriana
anterior, una gran cantidad de las bacterias se debe mezclar en el alimento para obtener los efectos anteriores, y la
garantia de la ingestion de rutina y continua de la cantidad eficaz es dificil.

Ademas, se sabe que el acido linoleico conjugado (CLA, por su sigla en inglés) presenta actividad fisioldégica que
incluye una accion contra la obesidad. Por ejemplo, el Documento no de Patente 2 informa un estudio con animales
en el que la mezcla de CLA en el alimento en cantidades de 0, 0,25, 0,5y 1% revelaron que, en cantidades de 0,5%
0 mas, el peso corporal y la grasa corporal se redujeron en una manera dependiente de la concentracion.

En relacion con el CLA, se sabe que las bacterias tales como las del género Bifidobacterium tienen la capacidad de
convertir el acido linoleico (LA) en CLA (funcién de conversion de CLA), y se han propuesto diversas técnicas que
utilizan estas bacterias. Por ejemplo, el Documento de Patente 1 describe que todas de la Bifidobacterium breve
CBG-C2, la Bifidobacterium pseudocatenulatum CBG-C4 y la Enterococcus faecium CBG-C5 exhiben una
funcionalidad de conversion de CLA superior, y la Tabla 1 describe que la Bifidobacterium breve CBG-C2 convirtid
LA en CLA con una tasa de conversién de CLA alta de 54,7%. Ademas, el Documento de Patente 1 también
describe el uso de composiciones de generacion de CLA que comprenden estas cepas bacterianas como
componentes activos en la prevencion o el tratamiento de enfermedades que son inhibidas por CLA (tales como el
cancer, la esclerosis arterial, la diabetes y la obesidad).

Sin embargo, cuando el CLA o las bacterias que tienen una funcion de conversion de CLA superior se administran
como parte de una dieta destinada a ya sea el tratamiento de la obesidad o la prevencion de la obesidad, existe el
peligro de que se produzcan efectos secundarios.
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Como ejemplo de estos efectos secundarios de CLA, el Documento no de Patente 3 informa que cuando el 1% de
CLA se mezcl6 con ratones alimentados y administrados durante un periodo de 8 meses, se observaron una atrofia
del tejido adiposo, un incremento en el nivel de insulina, y una reduccién en la tolerancia a la glucosa. Ademas, el
Documento no de Patente 4 informa que cuando los seres humanos ingieren aproximadamente 3 g de CLA al dia
durante un periodo continuo, la tolerancia a la glucosa tiende a empeorar, de acuerdo con lo evidenciado por una
disminucion en la sensibilidad a la insulina y un incremento de los marcadores de oxidacion en la orina.

Ademas, la cantidad promedio de la ingestion de LA por los japoneses es aproximadamente 11 g (véase el
Documento no de Patente 5), y por lo tanto si se administran bacterias que tienen una alta funcién de conversion de
CLA, el CLA se producira en grandes cantidades. Por ejemplo, si 11 g de LA se convierten en CLA con la tasa de
conversion mencionada con anterioridad de 54,7%, entonces se produciran 6,02 g de CLA. Si una gran cantidad de
CLA se produce de esta manera, a continuacion, los efectos secundarios mencionados con anterioridad se
convierten en una preocupacion.

Por otra parte, el Documento no de Patente 6 discute los papeles antihipertensivos de los probiéticos a través de la
mejora y/o el tratamiento de los perfiles de lipidos, la modulacién de la resistencia a la insulina y la sensibilidad, la
modulacién de los niveles de renina y también la conversion de los fitoestrogenos bioactivos como un reemplazo
alternativo de las hormonas sexuales tales como el estrogeno y la progesterona.

El Documento de Patente 2 se refiere al uso de bacterias probiéticas capaces de promover el desarrollo de una
microbiota intestinal bifidogénica temprana en la fabricacion de un medicamento o una composicién nutricional
terapéutica para la reduccion del riesgo de desarrollo de sobrepeso u obesidad de un nifio mas adelante en la vida.

Lista de Referencias

Documentos de Patente

[Documento de Patente 1] Traducciéon Japonesa Publicada Num. 2005 a 522.216 de PCT
[Documento de Patente 2] Solicitud de patente europea EP-A-1 974 734

Documentos no de Patente

[Documento no de Patente 1] "Effects of bifidobacteria on obese and diabetic animal models", Igaku no ayumi
[Avances en Medicina], 205 (4), 273 a 274 (2003)

[Documento no de Patente 2] "Conjugated linoleic acid rapidly reduces body fat content in mice without affecting
energy intake", The American Journal of Physiology, 276, 1172 a 1179 (1999)

[Documento no de Patente 3] "Conjugated linoleic acid supplementation reduces adipose tissue by apoptosis and
develops lipodystrophy in mice", DIABETES, 49, 1534 a 1541 (2000)

[Documento no de Patente 4] "Effects of cis-9, trans-11 conjugated linoleic acid supplementation on insulin
sensitivity, lipid peroxidation, and proinflammatory markers in obese men", The American Journal of Clinical Nutrition,
80, 279 a 283 (2004)

[Documento no de Patente 5] "The current state of linoleic acid ingestion", Shishitsu Eiyougaku [Lipid Nutrition], 11,
25 a 31 (2002)

[Documento no de Patente 6] "The improvement of hypertension by probiotics: effects on cholesterol, diabetes, renin,
and phytoestrogens”, International Journal of Molecular Sciences, 10 (9), 3755 a 3775 (2009)

Descripcion de la invenciéon
Problemas a resolver por la invencion

La presente invenciéon toma las circunstancias anteriores en consideracion, con el objetivo de proporcionar un
agente contra la obesidad y un agente de mejora de la tolerancia a la glucosa que son eficaces para la prevencion o
el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa y también exhiben seguridad superior, asi
como también de proporcionar alimentos o bebidas que contienen estos agentes.

Medios para resolver los problemas

Como resultado de una intensa investigacion, los inventores de la presente invencion descubrieron que
Bifidobacterium breve, que exhibe una tasa de conversién baja en acido linoleico conjugado, tiene una accién contra
la obesidad y una accion de mejora de la tolerancia a la glucosa que son independientes del acido linoleico
conjugado, y sobre la base de este hallazgo, fueron capaces de completar la presente invencion.

Con el fin de lograr el objetivo descrito con anterioridad, la presente invencion adopta las formas que se describen a
continuacion.
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(1) Una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175).

(2) Una composicién farmacéutica que comprende la cepa bacteriana de acuerdo con lo definido en el punto (1) y en
forma opcional un portador aceptable para uso farmacéutico.

(3) Un alimento o una bebida o producto nutricional que comprende la cepa bacteriana de acuerdo con lo definido en
el punto (1).

(4) Una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175) para su uso en el tratamiento
contra la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa.

(5) La cepa bacteriana de acuerdo con el punto (4), en el que la cepa bacteriana es para ser administrada en forma
de una composicion farmacéutica, un alimento, una bebida o un producto nutricional.

(6) El uso de una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175) para la produccion de
una composicion para el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa.

(7) El uso de acuerdo con el punto (6), en el que la composicidon se selecciona del grupo que consiste en una
composicion farmacéutica, un alimento, una bebida y un producto nutricional.

(8) Una composicion farmacéutica que comprende una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274
(FERM BP-11175) y en forma opcional un portador aceptable para uso farmacéutico, en la que la composicion
farmacéutica es para su uso en el tratamiento contra la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa.

Efecto de la invencion

La presente invencion es capaz de proporcionar un agente contra la obesidad y un agente de mejora de la tolerancia
a la glucosa que son eficaces para la prevencion o el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la
glucosa y también exhiben seguridad superior, asi como también es capaz de proporcionar alimentos o bebidas que
contienen estos agentes. Ademas, la presente invencion también es capaz de proporcionar una Bifidobacterium
breve que es eficaz para la prevencion o el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa o la
resistencia a la insulina y también exhibe una seguridad superior, asi como también una composicién farmacéutica
que contiene esta bacteria.

Breve Descripcion de las Figuras

La FIG. 1 es un grafico que ilustra las tendencias de incremento de peso corporal para un grupo de control y un
grupo de administracion de Bifidobacterium breve ATCC 15700 en el ejemplo de prueba 2.

La FIG. 2 es un grafico que ilustra las tendencias de incremento de peso corporal para un grupo de control y un
grupo de administracion de Bifidobacterium breve MCC 1274 en el ejemplo de prueba 2.

La FIG. 3 es un grafico que ilustra los resultados de la medicion del peso de tejido adiposo del epididimo en el
ejemplo de prueba 2.

La FIG. 4 es un grafico que ilustra los resultados de la medicion del valor de la Evaluacion del Modelo de
Homeostasis de la Resistencia a la Insulina (HOMA-IR, por su sigla en inglés) en el ejemplo de prueba 2.

Formas de realizacién para llevar a cabo la invenciéon
La presente invencion se refiere a una cepa bacteria que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175).

La Bifidobacterium breve (en adelante abreviada con frecuencia como "B. breve”), perteneciente al género
Bifidobacterium que se utiliza en la presente invencion es una B. breve para el cual la tasa de conversiéon de acido
linoleico (LA) en acido linoleico conjugado (CLA) (en lo sucesivo también denominada como la "tasa de conversion
de CLA"), determinado de acuerdo con el procedimiento que se describe a continuacion, no es mas de 10%.

Las células bacterianas de la B. breve anteriores se suspenden a una concentracion de 2 x 10’ CFU/ml en un medio
liquido que contiene una concentracion afiadida de LA de 500 ug/ml, y después de la incubacién durante 48 horas a
37 °C, se mide la cantidad de CLA producida, y la tasa de conversion de CLA (%) se determina a partir de la
siguiente formula.

Tasa de conversion (%) = (cantidad de CLA producido / cantidad de LA afiadido) x 100

La "cantidad de CLA producido" mencionada con anterioridad se puede medir, por ejemplo, por el uso del
procedimiento descrito a continuacion.

En primer lugar, después de las 48 horas de incubacion, el medio liquido anterior se somete a una separacion
centrifuga.
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El sobrenadante se recupera, un volumen de alcohol isopropilico que es el doble que el del sobrenadante se afiade
al sobrenadante y se mezcla, un volumen de hexano de 1,5 veces el del sobrenadante se afiade entonces a la
mezcla, y después de mezclar durante 3 minutos, la mezcla se deja decantar y se recupera la capa de hexano. La
absorbancia de la capa de hexano a 233 nm se mide, y se basa en una comparacién con los materiales estandar
(acido linoleico conjugado cis-9, trans-11), se determina la concentracion de CLA (ug/ml) dentro de la capa de
hexano y se calcula la cantidad de CLA (ug) contenida en el sobrenadante anterior.

Mientras tanto, al residuo dejado después de la recuperacion del sobrenadante se afiade y se mezcla una cantidad
de agua destilada 5 veces la del residuo, para formar de ese modo una suspensiéon. Se afiade un volumen de
alcohol isopropilico que es el doble que el de la suspensién a la suspension y se mezcla, un volumen de hexano de
1,5 veces el de la suspension se afiade luego a la mezcla, y después de mezclar durante 3 minutos, la mezcla se
deja sedimentar y la capa de hexano se recupera. La concentracion de CLA (ug/ml) dentro de la capa de hexano se
determina de la misma manera que la descrita con anterioridad, y se calcula la cantidad de CLA (ug) contenida en el
residuo.

El total de las cantidades de CLA contenidas en el sobrenadante y el residuo se registra como la "cantidad de CLA
producido”.

El medio liquido puede ser cualquier medio capaz de cultivar B. breve, y se puede seleccionar de manera apropiada
a partir de medios liquidos convencionales. Los ejemplos especificos incluyen el medio MRS (de Man Rogosa
Sharpe), ABCM (Medio de Cultivo para Bacterias Anaerobias) y medio RCA (Agar Reforzado para Clostridios).

La descripcion anterior describe un ejemplo en el que el acido linoleico conjugado cis-9, trans-11 se utiliza como el
material estandar, pero las cantidades calculadas de CLA son sustancialmente las mismas incluso si se utiliza un
isdmero diferente, tal como acido linoleico conjugado trans-10, cis-12.

La tasa de conversion de CLA es un indicador de la magnitud de la funcion de conversion de CLA (la capacidad de
convertir LA en CLA) poseida por la B. breve.

B. breve que exhibe una tasa de conversion de CLA de no mas de 10% (en adelante también denominado como "B.
breve de baja conversiéon de CLA”) tiene una accion contra la obesidad que no depende de CLA.

Una "accion contra la obesidad" describe una accion que previene o mejora la obesidad por medio de la supresion
de la ganancia de peso y/o la supresion de los incrementos en la grasa corporal.

En la presente invencion, el término "obesidad" se refiere no sélo al simple estado de tener un peso corporal grande,
sino también a un estado en el que la proporcion de tejido adiposo entre los componentes estructurales del cuerpo
es anormalmente grande.

En los ultimos afios se ha informado de que, en términos de la acumulacién de grasa subcutanea y la grasa visceral,
la obesidad de grasa visceral, en la que la grasa se acumula entre los érganos, es mas probable que se asocie con
enfermedades de adultos tales como la hipertension arterial, la hiperlipidemia y la diabetes que la obesidad grasa
subcutanea, en la que la grasa se acumula dentro del tejido subcutaneo. De acuerdo con lo ilustrado en el ejemplo
de prueba 2 a continuacion, la B. breve de baja conversion de CLA tiene un efecto inhibidor sobre el incremento de
peso corporal y, en particular, tiene un efecto inhibidor sobre la acumulacién de grasa visceral. En consecuencia, los
alimentos y las bebidas que contienen el agente contra la obesidad y el agente de mejora de la tolerancia a la
glucosa de la presente invencion son eficaces en la prevencion y el tratamiento de las enfermedades anteriores.

Ademas, debido a la B. breve de baja conversion de CLA tiene una capacidad limitada para convertir LA en CLA,
hay peligro minimo de los efectos secundarios provocados por CLA tal como la atrofia del tejido adiposo, el
incremento en el nivel de insulina, y la reduccién en la tolerancia a la glucosa. En otras palabras, si, de acuerdo con
lo descrito en el Documento no de Patente 5 mencionado con anterioridad, la cantidad promedio de la ingestion de
LA por los japoneses es de aproximadamente 11 g, y la tasa de conversion de CLA es alta, entonces LA se
convierte en CLA in vivo, y existe un peligro considerable de efectos secundarios provocados por CLA, pero debido
a que la B. breve utilizada en la presente invencion tiene una baja tasa de conversion de CLA, se supuso que los
efectos secundarios provocados por CLA no se produciran, por lo que el tratamiento es extremadamente seguro.

Por consiguiente, el agente contra la obesidad de la presente invencion puede ser ingerido con seguridad, y por
medio de la combinacion del agente contra la obesidad con un alimento o una bebida, y luego la administracion de
una cantidad eficaz del alimento o la bebida a un paciente obeso o un ser humano sano o animal doméstico que
esta en necesidad de hacer dieta, ya sea sobre una base de dia a dia o durante un periodo prolongado, si es
necesario, se puede llevar a cabo una accién contra la obesidad.

Ademas, la B. breve con baja conversion de CLA no provoca la tolerancia anormal a la glucosa, que es uno de los
efectos secundarios conocidos de CLA, y de acuerdo con lo ilustrado en el ejemplo de prueba 2 a continuacion, de
hecho tiene una accion de mejora de la tolerancia a la glucosa y una accién de mejora de la resistencia a la insulina.

Por consiguiente, el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencion se puede ingerir con
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seguridad, y por medio de la combinacion del agente de mejora de la tolerancia a la glucosa en un alimento o una
bebida, y luego la administracion de una cantidad eficaz del alimento o la bebida a un paciente diabético o un ser
humano saludable o un animal doméstico que esta en necesidad de mejora de la tolerancia a la glucosa, ya sea
sobre una base de dia a dia o durante un periodo prolongado si se requiere, se pueden llevar a cabo una accion de
mejora de la tolerancia a la glucosa y una accion de mejora de la resistencia a la insulina.

La B. breve de baja conversion de CLA que se utiliza en la presente invencion incluye la cepa B. breve MCC 1274.

La B. breve MCC 1274 es una cepa bacteriana perteneciente al género Bifidobacterium que fue adquirida e
identificada por los solicitantes de la presente invencion por el uso del procedimiento descrito a continuacion, y se
deposité con el Organismo Depositario Internacional de Patentes del Instituto Nacional de Ciencia Industrial y
Tecnologia (Central 6, 1-1-1 Higashi, ciudad de Tsukuba, Prefectura de Ibaraki, Japén (codigo postal: 305-8566)) el
25 de agosto de 2009 (numero de acceso: FERM BP-11175).

(Adquisicion e Identificacion de B. breve MCC 1274)

Por el uso de heces de bebé japonés como muestra, la muestra se diluyd con un diluyente anaerébico (un diluyente
descrito en la pagina 322 de "Chounaikin no Sekai" [El mundo de las bacterias entéricas] (por Tomotrui Mitsuoka,
publicado por Soubunsha Co., Ltd., 1980), se aplicé a una placa plana de un medio de agar BL (descrito en la
pagina 319 de "Chounaikin no Sekai"), y luego se incubd anaerébicamente a 37 °C durante 72 horas. Entre las
colonias resultantes, aquellas cepas que exhibieron caracteristicas morfolégicas de una Bifidobacterium, fueron
Gram positivas, y exhibieron una célula bacteriana en forma de barra, en forma de barra palo o en forma de barra de
Y con cuando se observo una muestra aplicada bajo un microscopio y se aplicaron en rayas a un medio de agar BL,
y luego se repitid la incubacion aerdbica por el uso del mismo método que el descrito con anterioridad para obtener
las cepas bacterianas aisladas puras. La cepa de bacterias mencionada con anterioridad se llamé B. breve MCC
1274.

Se investigaron las propiedades bacteriolégicas de B. breve MCC 1274, que incluyen la forma de las células, la
motilidad, la formacion de esporas, la tincion de Gram, la actividad de catalasa, la producciéon de gas a partir de
glucosa, y la fermentacion de azucares. La evaluacion de la fermentacion de azicares se llevé a cabo por el uso de
un kit API 50CH (fabricado por bioMérieux, Japon), con determinaciones hechas de acuerdo con el método descrito
en el manual proporcionado con el kit. En otras palabras, después de la incubacion hasta el dia siguiente, el liquido
bacteriano se utilizé para inocular cada uno de los sustratos, los sustratos se incubaron luego a 37 °C dentro de una
caja de guantes anaerobia, y en el séptimo dia de incubacién, se determiné el estado de fermentacion de azucar de
cada uno de los sustratos. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

[Tabla 1]

Propiedades bacterioldgicas de Bifidobacterium breve MCC 1274

MCC 1274
1 forma de la célula Barra pleomorfica
2 Motilidad Ninguna
3 Formacion de esporas Ninguna
4 Tincién de Gram Positivo
5 Actividad de catalasa -
6 Produccioén de gas a partir de glucosa -
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Fermentacion de azlcares
(1) Control

(2) Glicerol

(3) Eritritol

(4) D-arabinosa

(5) L-arabinosa

(6) Ribosa

(7) D-xilosa

(8) L-xilosa

(9) Adonitol

(10) B-Metil-xilésido
(11) Galactosa

(12) D-Glucosa

(13) D-Fructosa

(14) D-Manitol

(15) L-Sorbosa

(16) Ramnosa

(17) Duilcitol

(18) Inositol

(19) Manitol

(20) Sorbitol

(21) a-Metil-D-manosa
(22) a-Metil-D-glucosa
(23) N-acetilglucosamina
(24) Amigdalina

(25) Arbutina

(26) Esculina

(27) Salicina

(28) Celobiosa

(29) Maltosa

(30) Lactosa

(31) Melibiosa

(32) Sacarosa

(33) Trehalosa

(34) Inulina

(35) Melecitosa
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(36) D-Rafinosa +
(37) Amidon +

(38) Glucogeno -

(39) Xilitol +
(40) R-Gentiobiosa +
(41) D-Turanosa +

(42) D-Lixosa -
(43) D-Tagatosa -
(44) D-Fucosa -
(45) L-Fucosa +
(46) D-Arabitol -
(47) L-Arabitol -
(48) Gluconato -

(49) 2-ceto-gluconato -

I+

(50) 5-ceto-gluconato

Posteriormente, con el fin de investigar las caracteristicas genéticas de B. breve MCC 1274, la secuenciacion de
base genética de ARNr 16S de la cepa bacteriana anterior se identifico por el uso de métodos convencionales. La
determinacion de la secuencia de base genética de ARNr 16S de B. breve MCC 1274 por el uso del analisis de
BLAST para llevar a cabo una busqueda de homologia de la secuencia de bases dentro de la base de datos del
Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI, por su sigla en inglés) reveld un 99% de homologia con
la cepa estandar B. breve conocida como B. breve CM 1192 que indica que la cepa era una Bifidobacterium breve.

Los resultados anteriores confirmaron que Bifidobacterium breve MCC 1274 tenia las propiedades bacteriolégicas de
una Bifidobacterium breve, y era una cepa bacteriana perteneciente a la especie Bifidobacterium breve.

La B. breve de baja conversion de CLA que el agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la
glucosa de la presente invencién incluye como componente activo puede ser ya sea una Unica cepa bacteriana o
dos o0 mas cepas.

Ademas, el agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencion
puede estar compuesto Unicamente por el componente activo mencionado con anterioridad, o puede ser una
composicion o composicion farmacéutica que contiene el componente activo y otros componentes opcionales,
ademas del componente activo. No hay limitaciones particulares sobre estos componentes opcionales con la
condiciéon de que sean aceptables para uso farmacéutico, y se puede incluir cualquiera de los aditivos (tales como
los portadores farmacéuticos descritos mas adelante) afiadidos en forma tipica a composiciones farmacéuticas.

La presente invencién proporciona la B. breve de acuerdo con la invencién para su uso en el tratamiento o la
prevencion de la obesidad, en la que la B. breve de acuerdo con la presente invencion se ha de administrar, en una
cantidad que es eficaz en el tratamiento o la prevencién de la obesidad, a un sujeto que requiere un tratamiento o
una prevencion de la obesidad.

Ademas, la presente invencién también proporciona la B. breve de acuerdo con la invencién para su uso en la
mejora de la tolerancia a la glucosa, en la que la B. breve de acuerdo con la presente invenciéon se ha de
administrar, en una cantidad que es eficaz en la mejora de la tolerancia a la glucosa, a un sujeto que requiere una
mejora de la tolerancia a la glucosa.

En esta descripcion, el término "tratamiento” de la obesidad se refiere a la administracion del agente contra la
obesidad de la presente invencion con el propdsito de reducir o mantener el peso corporal de un sujeto. Un resultado
posible de este tratamiento puede ser una reduccion del peso corporal del sujeto en comparacion con el peso
corporal del sujeto inmediatamente antes del inicio de la administracion del agente contra la obesidad de la presente
invencion. Ademas, otro posible resultado del tratamiento puede ser una supresién del incremento en el peso
corporal del sujeto en comparacion con el incremento del peso corporal del sujeto inmediatamente antes del inicio de
la administracion del agente contra la obesidad de la presente invencion.
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Por otra parte, el término "prevencion” de la obesidad se refiere a la administracion del agente contra la obesidad de
la presente invencioén con el propésito de reducir o mantener el peso corporal de un sujeto en riesgo de obesidad. Un
posible resultado de esta prevencion puede implicar el mantenimiento o la reduccion del peso corporal del "sujeto en
riesgo de obesidad" en comparacion con el peso corporal del sujeto inmediatamente antes del inicio de la
administracion del agente contra la obesidad de la presente invencion. Ademas, otro posible resultado de la
prevencion puede ser una supresion del incremento del peso corporal del sujeto en comparacién con el incremento
del peso corporal del sujeto inmediatamente antes del inicio de la administracion del agente contra la obesidad de la
presente invencion.

En esta descripcion, el término "mejora" de la tolerancia a la glucosa se refiere a la administracion del agente de
mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencion con el fin de mantener o mejorar la tolerancia a la
glucosa de un sujeto. Un posible resultado de esta mejora de la tolerancia a la glucosa puede implicar el
mantenimiento o la mejora de la tolerancia a la glucosa del sujeto en comparacion con la tolerancia a la glucosa del
sujeto inmediatamente antes del inicio de la administracién del agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la
presente invencion. Ademas, otro posible resultado de la prevencién puede ser una supresion del incremento del
peso corporal del sujeto en comparacion con el incremento del peso corporal del sujeto inmediatamente antes del
inicio de la administracion del agente contra la obesidad de la presente invencion.

El término "administracion" del agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa, o
"administrar" el agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa describe la entrega del
agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencién a un sujeto
que requiere un tratamiento, una prevencion o una mejora.

En esta descripcion, un "sujeto" que requiere un tratamiento, una prevencion o una mejora es un animal que es el
objeto de un tratamiento, una prevencion, una mejora, una observacion o un experimento, y con preferencia es un
mamifero, y con mayor preferencia un ser humano.

Un "sujeto" que requiere un tratamiento, una prevencion o una mejora describe un sujeto que requiere un método de
tratamiento, de prevencion o de mejora prescrito por un investigador, un veterinario, un doctor en medicina u otro
profesional de la salud.

La via de administracién del agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la
presente invencién puede ser ya sea oral o parenteral, pero con preferencia es oral. Los ejemplos de administracion
parenteral incluyen la administracion transrectal y similares.

No hay limitaciones particulares sobre la dosis del agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a
la glucosa de la presente invencion, y la dosis se puede determinar de manera apropiada de acuerdo con el efecto
contra la obesidad o el efecto de mejora de la tolerancia a la glucosa deseado, con la debida consideracion de la
accion contra la obesidad o la accién de mejora de la tolerancia a la glucosa de la B. breve de baja conversion de
CLA utilizada y la via de administracion.

Por ejemplo, en aquellos casos donde B. breve MCC 1274 y, en forma opcional, B. breve ATCC 15700 se utiliza
como el componente activo y la administracion se lleva a cabo por via oral, la dosis diaria usual que es eficaz para el
tratamiento o la prevencion de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa, calculada como el recuento de
bacterias por 1 kg de peso corporal (CFU/kg de geso corporal), con preferencia es de 1x10° CFU/kg de peso
corporal o mas, y con mayor preferencia es de 1x10° CFU/kg o mayor.

El agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencion se pueden
administrar en una dosis diaria Unica, o se puede administrar en una pluralidad de ocasiones.

El agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencion se pueden
producir en cualquier forma de dosificacién predeterminada de acuerdo con el método de administracion que se
utiliza.

Los ejemplos de la forma de dosificacion del agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la
glucosa de la presente invencion, en el caso de la administracion oral, incluyen formulaciones solidas tales como
polvos, granulos, comprimidos y capsulas, y formulaciones liquidas tales como jarabes, suspensiones y emulsiones.
Ademas, en el caso de la administraciéon parenteral, los ejemplos de la forma de dosificacion incluyen supositorios,
pomadas y aerosoles.

La produccion de estas formulaciones se puede llevar a cabo por el uso de métodos convencionales, de acuerdo
con la forma de dosificacion.

Durante la produccién, la formulacién puede estar compuesta Unicamente por el componente activo, o puede incluir
también un portador farmacéutico apropiado.

En aquellos casos en los que se afiade un portador farmacéutico, no hay limitaciones particulares sobre la cantidad
de mezcla del componente activo dentro del agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la
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glucosa de la presente invencion, y esta cantidad se puede determinar de manera apropiada de acuerdo con la
forma de dosificacion, tal como un polvo, un comprimido o una capsula. El contenido bacteriano en forma tipica esta
dentro de un intervalo de 1x10° a 1x10'® CFU/g, con preferencia es de 1x10® a 1x10'> CFU/g, y con mayor
preferencia es de 1 x 10" a 1x 10'? CFU/g.

En cuanto al portador farmacéutico, se puede utilizar cualquier portador organico o inorganico aceptable para uso
farmacéutico convencional, dependiendo de la forma de dosificacion.

Por ejemplo, en el caso de formulaciones soélidas, los ejemplos del portador incluyen excipientes, aglutinantes,
disgregantes, lubricantes, estabilizantes y agentes correctores y similares.

Los ejemplos de los excipientes incluyen derivados de azucar tales como lactasa, sacarosa, glucosa, manitol y
sorbitol, derivados de almidén tales como almidéon de maiz, almidon de patata, a-almidén, dextrina y carboximetil
almiddn, derivados de celulosa tales como celulosa cristalina, hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa,
carboximetil celulosa y carboximetilcelulosa de calcio, asi como también goma arabe, dextrano, pululano, derivados
de silicato tales como acido silicico anhidro ligero, silicato de aluminio sintético y aluminometasilicato de magnesio,
derivados de fosfato tales como fosfato de calcio, derivados de carbonato tales como carbonato de calcio, y
derivados de sulfato tal como sulfato de calcio.

Los ejemplos de los aglutinantes incluyen, ademas de los excipientes mencionados con anterioridad, gelatina,
polivinilpirrolidona y magrogol.

Los ejemplos de los disgregantes incluyen, ademas de los excipientes mencionados con anterioridad, almidén o
derivados de celulosa modificados quimicamente tales como croscarmelosa de sodio, carboximetilalmidon de sodio
y polivinilpirrolidona reticulada.

Los ejemplos de los lubricantes incluyen talco, acido estearico, estearatos metalicos tales como estearato de calcio y
estearato de magnesio, silice coloidal, ceras tales como goma de abejas y cera de esperma de ballena, acido borico,
glicol, acidos carboxilicos tales como acido fumarico y acido adipico, carboxilatos de sodio tales como benzoato de
sodio, sulfatos tales como sulfato de sodio, leucina, lauril sulfatos tales como lauril sulfato de sodio y lauril sulfato de
magnesio, silicatos tales como anhidrido de acido silicico e hidrato de acido silicico, y derivados de almiddn.

Los ejemplos de los estabilizadores incluyen ésteres de acido para-hidroxibenzoico tales como metilparabeno y
propilparabeno, alcoholes tales como clorobutanol, alcohol bencilico y alcohol feniletilico, cloruro de benzalconio,
anhidrido acético y acido sérbico.

Los ejemplos de los agentes correctivos incluyen edulcorantes, acidulantes y aromas.

En el caso de formulaciones liquidas para la administracion oral, los ejemplos del portador incluyen solventes tales
como agua, y agentes correctivas.

El agente contra la obesidad o el agente de mejora de la tolerancia a la glucosa de la presente invencion se pueden
afiadir a cualquiera de los diversos productos farmacéuticos, productos alimenticios o productos nutricionales o
similares.

Un alimento o una bebida contra la obesidad de la presente invencién contiene el agente contra la obesidad de la
presente invencion descrito con anterioridad. Por medio de la ingestion del alimento o la bebida contra la obesidad,
se obtiene un efecto similar al conseguido por medio de la administracion del agente contra la obesidad de la
presente invencion.

El alimento o la bebida contra la obesidad de la presente invenciéon también es eficaz para estar en forma o hacer
dieta por medio de la supresion de los incrementos en la grasa corporal o la reduccion de la grasa corporal.

Si bien no hay limitaciones particulares sobre la cantidad del agente contra la obesidad dentro del alimento o la
bebida contra la obesidad de la presente invencion, se prefiere una cantidad que permita una dosis diaria de la B.
breve de baja conversion de CLA que proporciona un efecto eficaz contra la obesidad para ser ingerido sin ninguna
dificultad en particular, y la cantidad de la B. breve de baja conversién de CLA en forma tipica esta dentro de un
intervalo de 1x10° a 1x10'? CFU/g, con preferencia es de 1x10® a 1x10' CFU/g, y con mayor preferencia es de
1x10" a 1x10"? CFU/g.

El alimento o la bebida contra la obesidad de la presente invencion se puede producir por el uso del agente contra la
obesidad y otros componentes aceptables para su inclusion dentro de los alimentos y las bebidas como materias
primas, o se pueden producir por medio de la adicién del agente contra la obesidad de la presente invencion a un
alimento o una bebida existente que contiene otros componentes.

Por ejemplo, si el alimento o la bebida contra la obesidad de la presente invencién es un producto de leche
fermentada, a continuacién, el alimento o la bebida contra la obesidad se puede producir por medio de la adicién de
la B. breve de baja conversion de CLA de acuerdo con la invencion a una leche fermentada, o puede ser una leche
fermentada producida por el uso de la B. breve de baja conversion de CLA de acuerdo con la invencion como un
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iniciador.

No hay limitaciones particulares sobre los demas componentes incluidos en el alimento o la bebida, con la condicion
de que los componentes hayan sido aprobados para su adicion a los alimentos y las bebidas en las regulaciones de
alimentos, tal como la Ley de Higiene Alimentaria, y no perjudiquen la accion contra la obesidad. Los ejemplos de
componentes que se pueden incluir dentro del alimento o la bebida incluyen azicares tales como dextrina y almidén,
proteinas tales como gelatina, proteina de soja y proteina de maiz, aminoacidos tales como alanina, glutamina e
isoleucina, polisacaridos tales como celulosa y goma arabe, y aceites y grasas tales como aceite de soja y
triglicéridos de acidos grasos de cadena media.

No hay limitaciones particulares sobre la forma del alimento o la bebida, que incluye cualquier forma de composicion
comestible compuesta de la B. breve de baja conversion de CLA de acuerdo con la invencion y un portador que es
aceptable para su inclusion dentro de alimentos y bebidas. Los ejemplos especificos incluyen todo tipo de formas de
alimentos y bebidas, que incluyen alimentos sélidos tales como pan, goma de mascar, galletas, chocolate, productos
de confiteria y cereales, los alimentos a base de mermelada, a base de crema y a base de gel, tales como
mermelada, helado, yogur y jalea, y bebidas tales como zumos, café y cacao. Ademas, la B. breve de baja
conversion de CLA de acuerdo con la invencion también se puede afadir a los aromas y aditivos alimentarios y
similares.

En aquellos casos donde el alimento o la bebida contra la obesidad de la presente invencién es un producto de
leche fermentada producido por el uso de la B. breve de baja conversion de CLA de acuerdo con la invencion como
un iniciador, la B. breve de baja conversion de CLA se puede utilizar sola durante la fermentacion, o se puede llevar
a cabo una incubaciéon de mezclado por el uso de la B. breve de baja conversion de CLA y otro iniciador.

Los ejemplos de estos otros iniciadores incluyen aquellos iniciadores que se utilizan en forma tipica en la produccion
de productos lacteos fermentados, tales como otras bacterias del género Bifidobacterium (tales como las
Bifidobacterias: B. pseudocatenulatum, B. catenulatum, B. bifidum, B. longum, B. infantis y B. adolescentis), y otras
bacterias de acido lactico convencionales que se utilizan en forma tipica como iniciadores para productos lacteos
fermentados. Los ejemplos especificos de estas bacterias de acido lactico incluyen Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus caseiy Lactobacillus gasseri.

La leche fermentada se puede producir por el uso de un método convencional. Un ejemplo de un método para la
produccién de una leche fermentada se describe a continuacion.

En primer lugar, se prepara una mezcla de materias primas que contiene la leche de materia prima. Ademas de la
leche de materia prima, la mezcla de materia prima también puede contener otros componentes tales como aceites y
grasas, azucares y agua, de acuerdo con las necesidades. Por ejemplo, una materia prima que contiene grasa como
la mantequilla o crema se puede afiadir como un componente de grasa. Los ejemplos de azlcares que se pueden
afadir incluyen edulcorantes tipicos tales como sacarosa, maltosa, glucosa, fructosa, dextrina y maltosa reducida.
En aquellos casos en los que se ha de producir un yogur duro, se puede afiadir gelatina pre-hinchada y/o una
solucion de agar disuelto. En aquellos casos en los que se ha de producir un yogur suave, se puede afadir una
proteina de suero y/o un espesante de polisacarido. En aquellos casos en los que se ha de producir un yogur de
bebida, se puede afiadir pectina de alto metoxilo en una cantidad de 0 a 0,3% en masa como un estabilizador, si
bien se prefiere que no se afiada ninguna pectina de alto metoxilo.

No hay limitaciones particulares sobre el método utilizado para la produccién de la mezcla de materias primas, y por
ejemplo, se pueden afadir los otros componentes que se incluyen de acuerdo con la necesidad a la leche de
materia prima, y la mezcla resultante se agita y se mezcla para obtener la mezcla de materias primas.

La relacion de mezcla de la leche de materia prima dentro de la mezcla de materia prima, calculada como una
fraccion solida no grasa, con preferencia se encuentra dentro de un intervalo de 1 a 15% en masa, y con mayor
preferencia de 8 a 15% en masa.

Posteriormente, la mezcla de materia prima se somete a un tratamiento de esterilizaciéon por calor. Si bien no hay
limitaciones particulares sobre el método de esterilizacion o las condiciones de calentamiento, se prefiere una
temperatura de calentamiento de 80 a 140 °C, y el tiempo de calentamiento con preferencia se encuentra dentro de
un intervalo de 5 a 15 minutos en el caso de un tratamiento por lotes, o dentro de un intervalo de 2 segundos a 15
minutos en el caso de un método HTST.

La mezcla de materia prima esterilizada por calor es entonces inoculada con las bacterias iniciadoras, y se lleva a
cabo la fermentacion. Las condiciones de fermentacion, que incluyen la cantidad del iniciador que se utiliza para la
inoculacion, la temperatura de fermentacion y el tiempo de fermentacion se pueden establecer de manera apropiada
de acuerdo con factores tales como el tipo de iniciador empleado, y la variedad y las propiedades del producto de
leche fermentada que se produce. Dependiendo de la forma del producto, después de la inoculacién con el iniciador,
la mezcla se puede colocar dentro de un recipiente para la fermentacion, o la fermentaciéon se puede llevar a cabo
en un tanque de fermentacion.

Después de la fermentacion, la mezcla se enfria con rapidez para obtener el producto de leche fermentada.
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Dependiendo del tipo de producto y las propiedades del producto, se puede llevar a cabo un paso de
homogeneizacion de los siguientes productos de refrigeracion, o un paso de adicidon de otras materias primas tales
como aromatizantes posterior al enfriamiento.

La leche fermentada obtenida a partir de esta manera se puede utilizar, sin esterilizacion por calor adicional, tal
como un producto de tipo de bacterias vivas que permite la ingestion de bifidobacterias in vivo. Los productos de tipo
de bacterias vivas se almacenan, se transportan y se comercializan a una baja temperatura de no mas de 10 °C, y
con preferencia una temperatura de 0 a 5 °C.

El alimento o la bebida contra la obesidad de acuerdo con la presente invencién con preferencia se comercializan en
forma de un alimento o una bebida que indica su uso para aplicaciones contra la obesidad, por ejemplo por medio
del empleo de la expresion "contra la obesidad” o "alimento (o bebida) que tiene un efecto contra la obesidad".

Se debe sefalar que la expresion que se utiliza para el tipo de indicacién que se ha descrito con anterioridad no se
limita a la frase "contra la obesidad", y de mas esta decir, cualesquiera otras expresiones que indican un efecto
contra la obesidad también se incluyen dentro del alcance de la presente invencién. Los ejemplos de tales otras
expresiones pueden incluir "efecto de prevencién contra la obesidad”, "efecto de mejora de la obesidad", "efecto de

supresion del incremento de peso ", "efecto de supresién de incremento de la grasa corporal” o "efecto dietético", y
el alimento o la bebida se pueden comercializar con una o mas de estas expresiones indicadas en el producto.

Ademas, de una manera similar, el alimento o la bebida también se puede comercializar como un alimento o una
bebida que indica su uso en la prevencion y/o la mejora de enfermedades de estilo de vida para los que la obesidad
es una causa conocida, tales como la hiperlipidemia, la hipertension arterial y la diabetes.

El alimento o la bebida para mejorar la tolerancia a la glucosa de acuerdo con la presente invencion se
comercializan con preferencia en forma de un alimento o una bebida que indica abiertamente su uso para la mejora
de la tolerancia a la glucosa, por ejemplo por medio del empleo de la expresion "para la mejora de la tolerancia a la
glucosa" o "alimento (o bebida) que tiene un efecto de mejora de la tolerancia a la glucosa".

Se debe sefalar que la expresion que se utiliza para el tipo de indicacién que se ha descrito con anterioridad no se
limita a la frase "para la mejora de la tolerancia a la glucosa", y de mas esta decir, cualesquiera otras expresiones
que indican un efecto de mejora de la tolerancia a la glucosa también se incluyen dentro del alcance de la presente
invencion.

Ademas, de una manera similar, el alimento o la bebida también se pueden comercializar como un alimento o una
bebida que indica su uso en la prevencion y/o la mejora de enfermedades de estilo de vida para los que una
reduccion de la tolerancia a la glucosa o resistencia a la insulina es una causa conocida, tal como la diabetes y otras
enfermedades de estilo de vida.

La accion asociada con el término anterior "indicar" incluye todas las acciones para informar a los consumidores
acerca del uso que se ha descrito con anterioridad, y cualquier exhibicién que recuerde a los consumidores del uso
que se ha descrito con anterioridad o permita a los consumidores reconocer el uso que se ha descrito con
anterioridad por analogia cae dentro del alcance de la "indicaciéon", de acuerdo con la presente invencion, con
independencia de la finalidad de la indicacién, el contenido de la indicaciéon, o un objetivo o medio o similar de la
indicaciéon. Sin embargo, la indicacion con preferencia se da por el uso de una expresion que permite a los
consumidores reconocer directamente el uso mencionado con anterioridad. Los ejemplos especificos de la
indicacion incluyen acciones para indicar el uso mencionado con anterioridad en productos comerciales relacionados
con el alimento o la bebida de acuerdo con la presente invencién o los paquetes de los productos comerciales, las
acciones de la asignacion, entrega, exhibicion con el fin de asignar o entregar, o importar los productos comerciales
o paquetes de los mismos con una indicacion que indique el uso descrito con anterioridad, y acciones que indiquen
el uso descrito con anterioridad en anuncios, listas de precios o documentos comerciales relacionados con los
productos mostrandolos o distribuyéndolos, o indicando el uso dentro de la informacion que incluye dichos anuncios,
listas de precios o documentos comerciales y proporcionando esa informacion por medio de un método
electromagnético (tal como Internet).

El contenido de la indicacién (contenido indicado) con preferencia esta aprobado por el gobierno o similar del pais
del cual que se trate (por €j., una indicacion de un formulario basado en una aprobacién concedida sobre la base de
cualquiera de los diversos sistemas establecidos por el gobierno de ese pais), y dicho contenido indicado con
preferencia esta unido a envases, recipientes, catalogos, soportes publicitarios utilizados en los sitios de ventas,
tales como folletos y publicidades, y otros documentos.

Ademas, otros ejemplos de la indicacién incluyen indicaciones como un alimento de salud, alimentos funcionales,
alimentos enterales, alimentos para uso dietético especial, alimentos con reivindicaciones de salud, alimentos para
usos de salud especificados, alimentos con reivindicaciones funcionales de nutrientes, y cuasi-farmacos. En
particular en el caso de Japon, otros ejemplos incluyen las indicaciones aprobadas por el Ministerio de Salud,
Trabajo y Bienestar, tales como las indicaciones aprobadas con base en el sistema de alimentos para usos
sanitarios especificados y otros sistemas similares. Los ejemplos de estos ultimos incluyen las indicaciones como
alimento para usos sanitarios especificados, las indicaciones como alimento cualificado para usos sanitarios
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especificados, las indicaciones de influencia en las estructuras o funciones del cuerpo, y las indicaciones de
reduccion en el riesgo de enfermedad. En forma mas especifica, los ejemplos tipicos de los mismos incluyen
indicaciones como alimentos para usos de salud especificados (en especial, indicaciones de uso para la salud)
prescritas en las normas de aplicacién de la Ley de Promocién de la Salud (Ordenanza Ministerial Num. 86,
Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar, Japdn, 30 de abril de 2003) e indicaciones similares.

Ejemplos

La presente invencion se describe con mas detalle a continuacion por medio de una serie de ejemplos de prueba y
ejemplos, pero la presente invencion de ningin modo esta limitada por los siguientes ejemplos.

<Ejemplo de Prueba 1: Medicion de la tasa de conversion de CLA>

Las células bacterianas de B. breve (MCC 1274 o ATCC 15700) a una concentracion de 2x10’ CFU/ml se
suspendieron en un caldo de medio MRS (MRS (de Man Rogosa Sharpe), un producto Difco (marca registrada),
fabricado por Becton Dickinson and Company) que contiene una concentracion afiadida de LA de 500 ug/ml, y el
medio se incubd a continuacion durante 48 horas a 37 °C.

Posteriormente, se recupero el sobrenadante, se afiadié un volumen de alcohol isopropilico que era el doble que el
del sobrenadante al sobrenadante y se mezclo, a continuacion se afiadié un volumen de hexano de 1,5 veces el del
sobrenadante a la mezcla, y después de mezclar durante 3 minutos, la mezcla se dejé sedimentar y se recupero la
capa de hexano. Se midié la absorbancia de la capa de hexano a 233 nm, y por el uso de una curva de calibracion
preparada por el uso de materiales estandar (acido linoleico conjugado cis-9, trans-11), se determino la
concentracion de CLA (ug/ml) dentro de la capa de hexano y se calculo la cantidad de CLA (ug) contenida en el
sobrenadante con anterioridad.

Mientras tanto, se afadié y se mezcld una cantidad de agua destilada 5 veces la del residuo al residuo que quedo
después de la recuperacion del sobrenadante, para formar de ese modo una suspension. Se afadié un volumen de
alcohol isopropilico que era el doble que el de la suspension a la suspension y se mezcld, después se afiadio un
volumen de hexano de 1,5 veces el de la suspension a la mezcla, y después de mezclar durante 3 minutos, la
mezcla se dejo sedimentar y se recupero la capa de hexano. Se determind la concentracion de CLA (ug/ml) dentro
de la capa de hexano de la misma manera que la descrita con anterioridad, y se calculé la cantidad de CLA (pg)
contenida dentro el residuo.

El total de las cantidades de CLA contenidas en el sobrenadante y el residuo se registré como la "cantidad de CLA
producido”, y la tasa de conversion (%) de LA en CLA se determin6 a partir de la férmula a continuacion. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Tasa de conversion (%) = (cantidad de CLA producido / cantidad de LA afiadido) x 100

De acuerdo con lo mostrado por los resultados a continuacion, las dos cepas (MCC 1274 y ATCC 15700) exhibieron
tasas de conversion de CLA de 10% o menos.

[Tabla 2]

Tasa de conversion de CLA (%)

MCC 1274 10,0

ATCC 15700 (referencia) 5,0

<Ejemplo de Prueba 2: Investigacion de los Efectos de la Administracion de B. breve de Baja Conversion de CLA a
Modelo de Ratéon que tiene Obesidad Inducida por la Dieta>

Se utilizaron 18 C57BL/6J macho, con 6 ratones agrupados en cada uno de tres grupos. Después de la
administracion de una dieta 45% alta en grasas durante un periodo de 4 semanas para que los ratones se volvieran
obesos, una leche en polvo desnatada al 10% se mezcld con la alimentacion de un grupo de control, una leche en
polvo desnatada al 10% que contenia la cepa bacteriana MCC 1274 suspendida en la misma se mezclé con la
alimentacion de un grupo de administracion de MCC 1274, y una leche en polvo desnatada al 10% que contenia la
cepa bacteriana ATCC 15700 suspendida en la misma se mezclo con la alimentacion de un grupo de administracion
de ATCC 15700 (referencia), y cada grupo fue alimentado por otras 8 semanas adicionales. En este momento, la
cantidad de la MCC 1274 o ATCC 15700 afhadida a la leche en polvo por medio de suspensién en la misma se
establecio de manera tal que la cantidad de la B. breve ingerida por dia fuera de aproximadamente 1 mil millones de
bacterias por ratén. Ademas, como alimento se utilizé un alimento que contenia 22% en masa de acidos grasos (de
los cuales la cantidad de acido linoleico era aproximadamente 3,1% en masa).
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Durante el periodo de prueba, sélo se midio el peso corporal de cada ratén, y luego después de la finalizacion de la
prueba, los ratones fueron sacrificados y disecados y se midieron el peso corporal y el peso del tejido adiposo del
epididimo.

Las tendencias en cuanto al incremento del peso corporal durante el periodo de prueba se muestran en la FIG. 1y la
FIG. 2. Los resultados en la FIG. 1y la FIG. 2 revelan que si bien el peso corporal incrementé en todos los grupos,
en comparacion con el grupo de control, los 2 grupos que se administraron con MCC 1274 o ATCC 15700 mostraron
una supresion significativa del incremento de peso corporal (en comparacion con el grupo de control, el peso
corporal en los grupos de prueba se redujo en aproximadamente un 18% o mas, lo que indica una diferencia
significativa a p < 0,05).

Ademas, el peso del tejido adiposo del epididimo tras la diseccion se muestra en la FIG. 3. Los resultados en la FIG.
3 revelan un peso de tejido adiposo del epididimo sobre la diseccion de 2,66 g para el grupo de control, 2,17 g para
el grupo de administracion de MCC 1274, y 2,32 g para el grupo de administracion de ATCC 15700, lo cual confirma
que los incrementos suprimidos por MCC 1274 y ATCC 15700 en el peso adiposo (en comparacion con el grupo de
control, el peso de tejido adiposo disminuy6 en un 18,4% en el grupo MCC 1274 y 12,8% en el grupo de ATCC
15700, que son diferencias significativas a p <0,05).

Con base en los resultados anteriores, estaba claro que las cepas bacterianas de B. breve MCC 1274 y B. breve
ATCC 15700 tenian una accion contra la obesidad, que incluye una accion de supresion del incremento del peso
corporal y una accion supresion del incremento de la grasa corporal, y en particular, fueron capaces de suprimir los
incrementos en (acumulacion de) la grasa corporal.

Por otra parte, en el momento de la diseccion, el nivel de insulina en sangre y el nivel de azlcar en sangre también
se midieron por medio de métodos convencionales, y a partir de los valores de medicion resultantes, el valor de
HOMA-IR, que actia como un indicador de la resistencia a la insulina, se calculé por el uso de la férmula numérica
(1) a continuacion.

Valor de HOMA-IR = nivel de azucar en sangre (mg/dL) x nivel de insulina en sangre (plU/ml) + 405 (1)

De acuerdo con lo mostrado en la FIG. 4, los resultados revelaron un valor de 32,10 para el grupo de control, un
valor de 11,87 para el grupo de administraciéon de MCC 1274, y un valor de 10,55 para el grupo de administracién de
ATCC 15700, lo cual confirma que B. breve MCC 1274 y ATCC 15700 exhibieron una mejora de la tolerancia a la
glucosa y una mejora de la resistencia a la insulina. (una diferencia significativa a p < 0,05 en comparacion con el
grupo de control).

A partir de los resultados anteriores, era evidente que la B. breve no sélo estaba libre de los efectos secundarios
asociados con el acido linoleico conjugado, sino que también mejoro la tolerancia a la glucosa y la resistencia a la
insulina.

De acuerdo con lo indicado por los resultados anteriores, la B. breve de baja conversion de CLA que tiene una tasa
de conversion de CLA de no mas de 10% exhibié una accion contra la obesidad, que incluye una accion de
supresion del incremento del peso corporal y una accion de supresion del incremento de la grasa corporal, en
ratones con obesidad inducida por la dieta.

En el Ejemplo de Prueba 2 anterior, si se supone que el LA (3,1%) dentro de la alimentacion se convirtié en CLA por
la B. breve de baja conversion de CLA, entonces la cantidad de CLA dentro de la alimentacion seria no mas de
0,3%. Con el fin de lograr un efecto contra la obesidad o una reduccién en la grasa corporal debido a CLA en
ratones obesos inducidos por la dieta, por lo menos 0,5% de CLA se debe mezclar con el alimento (véase el
Documento no de Patente 5), y teniendo en cuenta este hecho, la B. breve de baja conversién de CLA exhibe una
accion contra la obesidad que es independiente de CLA.

<Ejemplo 1: Formulacién en Polvo (Referencia)>

Un medio de leche en polvo desnatada reconstituida (que contenia 13% en peso de leche en polvo desnatada y
0,5% en peso de un extracto de levadura) se esterilizd a 95 °C durante 30 minutos. Posteriormente, el medio se
inoculd con un cultivo de siembra de B. breve ATCC 15700 y después se incubd durante 16 horas a 37 °C. El
producto incubado resultante se liofilizé para obtener una formulacién en polvo de B. breve ATCC 15700. El
recuento bacteriano de B. breve ATCC 15700 contenido dentro de la formulacién en polvo obtenido fue de 8,5x 10"
CFU/g.

De acuerdo con lo descrito en la presente memoria, esta formulacion en polvo se puede utilizar, sin mas
modificacion, dentro de un agente contra la obesidad, un alimento o una bebida contra la obesidad, un agente de
mejora de la tolerancia a la glucosa un o alimento o una bebida para la mejora de la tolerancia a la glucosa.

<Ejemplo 2: Formulacién en Polvo>

Con la excepcion del uso de B. breve MCC 1274 en lugar de la B. breve ATCC 15700, se preparé una formulacion
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en polvo de la misma manera que en el Ejemplo 1. El recuento bacteriano de B. breve MCC 1274 contenido dentro
de la formulacién en polvo obtenido fue de 5,5x1010 °CFU/g.

Esta formulacion en polvo se puede utilizar, sin mas modificacion, dentro de un agente contra la obesidad, un
alimento contra la obesidad o una bebida, una agente de mejora de la tolerancia a la glucosa o un alimento o una
bebida para la mejora de la tolerancia a la glucosa de acuerdo con la presente invencion.

<Ejemplo 3: Yogurt (Referencia)>

Se esterilizaron 1000 ml de una medio de leche en polvo desnatada al 11% (p/p) que contenia 0,5% (p/p) de un
extracto de levadura a 90 °C durante 30 minutos, y luego el medio se inoculd con 100 ml de un cultivo de siembra de
B. breve ATCC 15700 y se incub6 durante 16 horas a 37 °C.

En una preparacion separada, se esterilizaron 1500 ml de un medio de leche desnatada al 10% (p/p) reconstituido a
90 °C durante 30 minutos, y luego el medio se inoculé con 50 ml de un cultivo mixto de Streptococcus thermophilus
(fabricado por Chr. Hansen A/S) y Lactobacillus bulgaricus (fabricado por Chr. Hansen A/S) y se incubaron durante 5
horas a 42 °C.

Ademas, en todavia otra preparacion, se calentaron 50 L de una leche cruda que contenia 3,0% (p/p) de grasa de
leche y 9% (p/p) de sdlidos de leche sin grasa a 70 °C, se homogeneizaron a una presién de 15 MPa, se
esterilizaron a 90 °C durante 10 minutos, y después se enfriaron a 40 °C. Esta base esterilizada se inoculé con 750
ml del cultivo de B. breve ATCC 15700 incubado con anterioridad y 300 ml del cultivo mixto incubado de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, la mezcla resultante se utilizd para llenar un recipiente de
multiples capas (volumen: 500 ml) intercalada por el aluminio. El recipiente se selld y se incubd a 37 °C hasta que el
pH llego a 4,6, y después se enfrio inmediatamente.

El yogur obtenido de este modo tenia un valor de acido lactico de 0,81%, y contenia 1,1x108 CFU/ml de la B. breve
ATCC 15700.

De acuerdo con lo descrito en la presente memoria, este yogur se puede utilizar, sin mas modificacién, como un
alimento o una bebida contra la obesidad o un alimento o una bebida para la mejora de la tolerancia a la glucosa.

<Ejemplo 4: Yogurt>

Con la excepcion del uso de B. breve MCC 1274 en lugar de la B. breve ATCC 15700, se prepard un yogur de la
misma manera que en el Ejemplo 3.

El yogur resultante contenia 8,5x10” CFU/ml de la B. breve MCC 1274.

Este yogur se puede utilizar, sin mas modificacion, como un alimento o una bebida contra la obesidad o un alimento
o una bebida para la mejora de la tolerancia a la glucosa de acuerdo con la presente invencion.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencion es capaz de proporcionar un agente contra la obesidad y un agente de mejora de la tolerancia
a la glucosa que son eficaces para la prevencion o el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la
glucosa y también exhiben una seguridad superior, asi como también es capaz de proporcionar alimentos o bebidas
que contienen estos agentes. Ademas, la presente invencion también es capaz de proporcionar una Bifidobacterium
breve que es eficaz para la prevencion o el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa o la
resistencia a la insulina y también exhibe una seguridad superior, asi como también es capaz de proporcionar una
composicion farmacéutica que contiene esta bacteria.

Nilmero de Acceso

FERM BP-11175
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175).

2. Una composicion farmacéutica que comprende la cepa bacteriana de acuerdo con lo definido en la reivindicaciéon
1y en forma opcional un portador aceptable para uso farmacéutico.

3. Un alimento o una bebida o producto nutricional que comprende la cepa bacteriana de acuerdo con lo definido en
la reivindicacion 1.

4. Una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175) para su uso en el tratamiento
contra la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa.

5. La cepa bacteriana para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en la que la cepa bacteriana es para ser
administrada en forma de una composicién farmacéutica, un alimento, una bebida o un producto nutricional.

6. El uso de una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274 (FERM BP-11175) para la produccién de
una composicion para el tratamiento de la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la composicion se selecciona del grupo que consiste en una
composicion farmacéutica, un alimento, una bebida y un producto nutricional.

8. Una composicion farmacéutica que comprende una cepa bacteriana que es Bifidobacterium breve MCC 1274
(FERM BP-11175) y en forma opcional un portador aceptable para uso farmacéutico, en la que la composicion
farmacéutica es para su uso en el tratamiento contra la obesidad o la mejora de la tolerancia a la glucosa.
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