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DESCRIPCION
Alfa-ceto-isovalerato como biomarcador de la eficacia de los prebidticos para prevenir la ganancia de peso
AMBITO DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion se refiere en general al campo de la nutricién y la salud. En particular la presente invencion se
refiere a un método para predecir y/o cuantificar la respuesta de los sujetos a los prebidticos en la prevencioén de la
ganancia de peso inducida por la dieta, y a los biomarcadores empleados en dicho método.

ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVENCION

La obesidad es un problema importante de salud publica, ya que aumenta el riesgo de padecer varias enfermedades
cronicas de prevalencia creciente. La obesidad es debida a un desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia,
que esta relacionado con una inflamacién crénica de bajo nivel. Se sabe que contribuye al riesgo de desarrollar
diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2), enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA), cancer, osteoartritis y
enfermedad cardiovascular (ECV). La obesidad es el resultado de una interaccion compleja entre factores genéticos
y ambientales, como una dieta muy caldrica y falta de actividad fisica, y los estudios recientes también han sugerido
que la microbiota intestinal puede tener un papel en el desarrollo de la obesidad. Una dieta desequilibrada rica en
grasas y/o hidratos de carbono se relaciona con el almacenamiento de triglicéridos en el tejido adiposo, el musculo,
el higado y el corazén. También se cree que la deposicidon de grasa ectdpica, sobre todo en caso de una distribucién
central, contribuye a una variedad de trastornos metabdlicos como la hipertrigliceridemia, la hipertensién, la glucosa
en ayunas y la resistencia a la insulina (RI).

Se considera que los microbios intestinales contribuyen a regular el peso corporal y trastornos relacionados,
influyendo en las funciones metabdlicas e inmunoldégicas del huésped. La microbiota intestinal en conjunto mejora la
capacidad del huésped para extraer y almacenar energia del aumento de peso corporal debido a la dieta, mientras
que al parecer los microbios comensales especificos producen efectos beneficiosos en el metabolismo de las sales
biliares, de las lipoproteinas y del colesterol. La microbiota intestinal y algunos probiéticos también regulan funciones
inmunoldgicas, protegiendo al huésped de infecciones e inflamaciones cronicas. En cambio la disbiosis y la
endotoxemia pueden ser factores inflamatorios responsables del desarrollo de resistencia a la insulina y aumento de
peso corporal. Teniendo en cuenta el vinculo entre la microbiota intestinal, el metabolismo y la inmunidad, es
probable que el uso de estrategias dietéticas para modular la composicion de la microbiota sea efectivo para
controlar los trastornos metabdlicos. Aunque hasta la fecha solo existen unos pocos ensayos preclinicos y clinicos
que hayan demostrado los efectos de microbios intestinales especificos y prebiéticos en los marcadores bioldgicos
de dichos trastornos, los hallazgos indican que los avances en este campo podrian ser valiosos en la lucha contra la
obesidad y los trastornos metabdlicos relacionados con ella (Sanz y otros 2008).

La patente WO 2012/024638 revela un método para determinar el efecto del tratamiento prebidtico en la prevencion
de la obesidad mediante un modelo murino DiO. Boulange y otros (Journal of Proteome Research, vol. 12, n° 4, 5 de
abril de 2013, paginas 1956-1968) revelan que la pronta adaptacion metabdlica de los ratones C57BL/6 resistentes
al aumento de peso inducido por una dieta rica en grasas implica una activacion de vias oxidativas mitocondriales.
Trigg y otros (American Journal of Clinical Nutrition, vol. 28, n° 9, 1 de septiembre de 1975, paginas 947-949) revelan
que los ratones carentes de leucina sometidos a una dieta suplementada con el precursor inmediato de la leucina, el
acido alfa-cetoisocaproico, recuperan el peso perdido. Esta ganancia de peso es similar a la observada cuando a los
ratones privados de leucina se les proporciona leucina en su dieta. Los ratones con una dieta libre de leucina
suplementada con acido alfa-cetoisovalérico, el primer compuesto en la via biosintética de la leucina, siguieron
perdiendo peso tan rapidamente como los ratones con dietas carentes de leucina.

Datos recientes, tanto de modelos experimentales como de estudios con humanos, respaldan los efectos
beneficiosos de determinados productos alimenticios con propiedades prebidticas en la homeostasis energética, la
regulacién de la saciedad y el aumento de peso corporal. En conjunto, con datos de animales y pacientes obesos,
estos estudios respaldan la hipétesis de que la composicion de la microbiota intestinal (especialmente el numero de
bifidobacterias) puede contribuir a modular los procesos metabdlicos relacionados con el sindrome X, especialmente
la obesidad y la diabetes tipo 2. Es admisible, aunque no excluyente, que estos efectos estén relacionados con los
cambios inducidos por la microbiota y se puede concluir que sus mecanismos encajan en el efecto prebidtico. Sin
embargo la funcién de tales cambios en estos beneficios para la salud ain no se ha demostrado de manera
definitiva. Como resultado de la actividad investigadora posterior a la publicacion del concepto prebidtico hace 15
afos, se ha puesto de manifiesto que los productos causantes de la modificacion selectiva de la composicion y/o
actividad(es) de la microbiota intestinal y por tanto potenciadores de la normobiosis podrian inducir efectos
fisiolégicos beneficiosos en el colon y también en los compartimentos extraintestinales o contribuir a la reduccién del
riesgo de sufrir disbiosis y patologias intestinales y sistémicas relacionadas (Roberfroid y otros, 2010).

Por tanto seria deseable aportar al estado técnico un método que permitiera identificar sujetos en una etapa

temprana - idealmente en riesgo - de aumento de peso (p.ej. después de iniciar un programa de pérdida de peso).
En concreto seria deseable aportar un método para predecir y/o cuantificar la respuesta de los sujetos a los
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prebidticos empleados en la prevencion del aumento de peso inducido por la dieta, sobre todo en una etapa
temprana después de comenzar la administracion de prebidticos.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un método que permita la estratificacion temprana
de sujetos segun la probabilidad de que respondan o no a una intervencion basada en prebidticos para evitar la
ganancia de peso inducida o relacionada con una dieta rica en grasas.

RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

Por ello, la presente invencién aporta un método para predecir y/o cuantificar la respuesta de un sujeto a prebidticos
empleados en la prevencion del aumento de peso inducido por la dieta, el cual consiste en determinar un nivel de
alfa-ceto-isovalerato en una muestra de orina obtenida de un sujeto que haya consumido prebiéticos y comparar el
nivel de alfa-ceto-isovalerato del sujeto con un valor de referencia predeterminado, de modo que una disminuciéon del
nivel de alfa-ceto-isovalerato o una falta de variacion del nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de orina,
respecto al valor de referencia predeterminado, indica que la administracion de prebiéticos es efectiva para prevenir
la ganancia de peso del sujeto inducida por la dieta.

En una forma de ejecucion la dieta es rica en grasas.
En una forma de ejecucion el método comprende ademas las etapas de:

a) determinar el nivel de al menos otro biomarcador seleccionado del grupo constituido por oxaloacetato,
creatinina, trimetilamina y sulfato de indoxilo en la muestra de orina, y
b) comparar el nivel del sujeto de al menos otro biomarcador con un valor de referencia predeterminado,

de modo que:

(i) un menor nivel de oxaloacetato, de creatinina y/o de sulfato de indoxilo o una falta de variacion del nivel de
oxaloacetato, de creatinina y/o de sulfato de indoxilo en la muestra de orina, y/o
(i) un mayor nivel de trimetilamina o una falta de variacion del nivel de trimetilamina en la muestra de orina,

respecto a los valores de referencia predeterminados, indica que la administracién de prebidticos sera efectiva para
prevenir la ganancia de peso del sujeto inducida por la dieta.

En una forma de ejecucion, los niveles de los biomarcadores en la muestra de orina se determinan por RMN-H' ylo
espectrometria de masas.

En una forma de ejecucion, el valor de referencia predeterminado esta basado en un promedio del nivel de alfa-ceto-
isovalerato en la orina de una poblacién de control de sujetos consumidores de una dieta rica en grasas. En otra
forma de ejecucion, el valor de referencia predeterminado es el nivel de alfa-ceto-isovalerato en la orina del sujeto
antes de consumir los prebidticos.

En una forma de ejecucion, el nivel de alfa-ceto-isovalerato y/o de los demas biomarcadores se determina en una
muestra de orina obtenida del sujeto después de al menos tres dias consecutivos de consumo de prebidticos. En
este periodo es preferible que el sujeto haya consumido al menos 2 g/dia de prebidticos o0 mas.

En una forma de ejecucion, el prebidtico se elige del grupo formado por oligosacaridos, que contengan
opcionalmente fructosa, galactosa, manosa; fibras dietéticas, en particular fibras solubles, fibras de soja; inulina; o
mezclas de ellas. Los prebidticos se eligen preferiblemente del grupo formado por fructo-oligosacéridos (FOS),
galacto-oligosacaridos (GOS), isomalto-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos, oligosacaridos de leche bovina (BMOS),
glicosilsacarosa (GS), lactosacarosa (LS), lactulosa (LA), oligosacaridos de palatinosa (PAO), malto-oligosacaridos
(MOS), gomas y/o sus hidrolizados, pectinas y/o sus hidrolizados, y combinaciones de los mismos.

En una forma de ejecucién preferida los prebidticos incluyen galacto-oligosacaridos (GOS). En otra forma de
ejecucion preferida los prebidticos incluyen oligosacaridos de leche bovina (BMOS), con mayor preferencia
oligosacéaridos de leche de vaca-galacto-oligosacaridos (CMOS-GOS). En otra forma de ejecuciéon preferida los
prebidticos llevan inulina y fructo-oligosacéridos (FOS).

En algunas formas de ejecucion el sujeto es un mamifero como un humano; una especie no humana, incluyendo un
primate; un animal de ganaderia como una oveja, una vaca, un cerdo, un caballo, un asno o una cabra; un animal de
ensayos de laboratorio, como un ratén, una rata, un conejo, una cobaya o un hamster; o un animal de compaiiia,
como un perro o un gato.

En una forma de ejecucion el método se usa para planificar una dieta estratificada destinada a un grupo de sujetos o
una dieta personalizada para el sujeto.
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En una forma de ejecucion los prebioticos se administran al sujeto de manera continuada durante al menos un mes.

En una forma de ejecucion, si el nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de orina ha aumentado en comparacion
con la muestra de referencia predeterminada, no se administran prebiéticos al sujeto. Preferiblemente se le facilita
un tratamiento alternativo para prevenir la ganancia de peso, elegido entre restriccion caldrica, reduccion de la
ingesta dietética de grasa, un producto no prebidtico para perder peso o un programa de ejercicios.

En otro aspecto, la presente invencion propone un biomarcador de la orina para predecir y/o cuantificar la respuesta
de los sujetos a los prebidticos destinados a prevenir la ganancia de peso inducida por la dieta, siendo el
biomarcador alfa-ceto-isovalerato.

En otro aspecto, la presente invencion ofrece el empleo de alfa-ceto-isovalerato como biomarcador en la orina para
predecir y/o cuantificar la respuesta de los sujetos a los prebiéticos destinados a prevenir la ganancia de peso
inducida por la dieta.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1: grafico que describe las curvas de peso corporal de animales.

Figura 2: perfiles de metabolitos con respuesta especifica a los prebidticos, dependientes del tiempo y
relacionados con la ganancia de peso. A: controles; B: controles ricos en grasa; C: GOS y alto contenido de
grasa; D: GOSCMOS vy alto contenido de grasa; E: Prebio1 y alto contenido de grasa; F: azlcares y alto
contenido de grasa. El eje vertical corresponde a la concentracion relativa en los metabolitos, obtenida por
integracion del area del pico; los datos estan expresados como area bajo la curva (ABC).

Figura 3: perfiles de metabolitos con respuesta especifica a los prebidticos, dependientes del tiempo y
relacionados con la ganancia de peso. TMA, trimetilamina, TMAO, trimetilamina-N-6xido. A: controles; B:
controles ricos en grasa, C: GOS y alto contenido de grasa; D: GOSCMOS vy alto contenido de grasa; E: Prebio1
y alto contenido de grasa, F: azUcares y alto contenido de grasa. El eje vertical corresponde a la concentracion
relativa en los metabolitos, obtenida por integracién del area del pico; los datos estan expresados como area bajo
la curva (ABC).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

Los presentes inventores han aplicado un método metabondmico para lograr el objetivo de la presente invencién. La
metabondmica se utiliza para caracterizar el fenotipo metabdlico, que comprende la influencia de varios factores,
como el medio ambiente, los farmacos, la dieta, el estilo de vida, la genética y los factores microbiomicos. A
diferencia de la expresion génica y de los datos protedmicos que indican el potencial de cambios fisioldgicos, los
metabolitos y sus cambios dinamicos de concentracién dentro de las células, tejidos y 6rganos representan los
puntos finales reales de los procesos fisiolégicos de regulacion.

Por consiguiente es un método adecuado para estudiar los cambios metabdlicos graduales vinculados a diversas
intervenciones dietéticas y al desarrollo de enfermedades. Los recientes descubrimientos metabolomicos y
lipidémicos han ido acelerado nuestra comprension de los procesos patoldgicos y ofreceran vias novedosas para la
prevencion y el control nutricional de los trastornos subclinicos relacionados con el sindrome metabdlico. En
particular, los datos “0micos” han destacado la contribuciéon del metabolismo energético (ciclo de Krebs), del
procesamiento de lipidos y aminoacidos y de las sefiales inflamatorias al inicio de la obesidad y de la RI.

Mediante una combinacion de espectroscopia de resonancia magnética nuclear protonica (RMN-H1) de muestras de
orina recogidas a lo largo del tiempo y un control del aumento de peso, los presentes inventores identificaron nuevos
biomarcadores metabdlicos indicativos de la eficacia de una intervencion prebidtica para prevencion del aumento de
peso en un modelo murino C57BL/6 bien definido de la obesidad inducida por la dieta. Los presentes inventores han
caracterizado la adaptacion metabdlica gradual (p.ej. sobre una base semanal durante un periodo de 13 semanas)
de ratones C57BL/6 alimentados con una dieta rica en grasas (DRG), con y sin prebidticos, usando dietas
isocaldricas. Los presentes inventores han determinado las huellas metabdlicas especificas relacionadas con el
desarrollo gradual de la obesidad en distintas condiciones nutricionales, y la variabilidad del fenotipo en la dinamica
del aumento de peso corporal.

Usando un método metabondmico, los presentes inventores han demostrado que las vias metabdlicas
mitocondriales (B-oxidacion de acidos grasos, catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada, metabolismo de
butanoato, via de la nicotinamida adenina dinucleétido y ciclo de Krebs) son rapidamente sobrerreguladas por una
alimentacion rica en grasas, lo cual seria el reflejo de una saturacién de las mitocondrias por acidos grasos y un
deterioro del metabolismo energético. Por otra parte el analisis metabondmico revelé una remodelaciéon importante
del metabolismo microbiano intestinal, por los cambios observados en las metilaminas, en los carbohidratos
dietéticos y en la fermentacion proteica.

Los presentes inventores pudieron demostrar que se habia prevenido la ganancia de peso corporal en los grupos de
animales que habian recibido prebiéticos, y que las huellas metabdlicas relacionadas con la diferencia fenotipica de
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peso corporal correspondian a una modulacién especifica de procesos bioldgicos dependientes de obesidad
inducida por un elevado contenido de grasas, incluyendo las vias oxidativas mitocondriales (B-oxidacién de acidos
grasos) y el metabolismo bacteriano intestinal (metilaminas, carbohidratos dietéticos y fermentacién de proteinas).

Concretamente, en los experimentos aqui descritos, los ratones alimentados con una DRG presentaron a lo largo del
tiempo una subida de alfa-ceto-isovalerato en la orina. El aumento de alfa-ceto-isovalerato esta relacionado en gran
medida con la ganancia final de peso corporal. El incremento de alfa-ceto-isovalerato se evitd o se atenu6 de
manera significativa mediante una alimentacion con DRG y prebidticos (GOS, CMOS-GOS e inulina/FOS), aunque el
alfa-ceto-isovalerato siguio fuertemente correlacionado con el incremento de peso corporal final.

Estos resultados destacan el papel de las mitocondrias y de la microbiota intestinal en el desarrollo de la obesidad e
indican que la probabilidad de responder beneficiosamente a los prebidticos empleados en la prevencion del
aumento de peso inducido por la dieta se puede determinar a partir de una huella metabdlica temprana, utilizando un
conjunto especifico de biomarcadores aqui definidos.

Los presentes inventores pudieron demostrar que la respuesta metabdlica en la orina tras una semana de
alimentacién con alto contenido de grasa y cualquiera de los prebidticos (dia 7) permite predecir el aumento de peso
corporal final de cada individuo (dia 70). El presente método permite por tanto predecir y/o cuantificar la respuesta
de los animales a la intervencion dietética en una etapa temprana tras el inicio de la administracién del prebidtico.

Prediccion y/o cuantificacion de la respuesta de un sujeto a los prebiéticos

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para predecir y/o cuantificar la respuesta de un sujeto a
los prebiéticos en el marco de la prevencién del aumento de peso inducido por la dieta en el sujeto.

Por ejemplo, en una forma de ejecucion el método se puede usar para predecir si es probable que la administracion
futura o en curso de prebidticos sea eficaz para prevenir el aumento de peso. Por consiguiente el método se puede
usar, por ejemplo, para proporcionar una indicacién que tenga como objeto decidir entre seguir un tratamiento con
prebidticos para la prevencion del aumento de peso o procurar al sujeto un esquema de tratamiento alternativo.

En una forma de ejecucion alternativa, el método se puede usar para determinar o cuantificar el efecto del consumo
previo de prebidticos por el sujeto. Por ejemplo, el método se puede utilizar para indicar si la administracion de los
prebidticos ha evitado el aumento de peso, sobre todo cuando esto no puede determinarse comprobando
simplemente el peso del sujeto. Asi, por ejemplo, dentro de un periodo de prueba concreto puede ser imposible
saber si el sujeto habria ganado o perdido peso sin la administracién de prebidticos, en particular cuando el valor
calorifico de la dieta del sujeto es variable y/o desconocido.

Sujeto

El método de la presente invencion es aplicable a sujetos de cualquier peso, con el fin de predecir la eficacia de los
prebidticos para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta. Por lo tanto puede tratarse de un sujeto con bajo
peso, peso normal, sobrepeso o de un sujeto obeso.

Es sobre todo en sujetos con bajo peso, con sobrepeso o en sujetos obesos que el método de la presente invencion
puede elucidar su predisposicion genética y metabdlica a la ganancia de peso. Basandose en ello, y ademas
teniendo en cuenta idealmente su estado general de salud y estilo de vida, se pueden desarrollar unos regimenes
nutricionales personalizados que puedan ayudar a mantener o recuperar un estado saludable.

En una forma de ejecucion el sujeto sometido a la prueba es susceptible de ganancia de peso inducida por la dieta,
sobre todo en ausencia de tratamiento prebiotico. Por ejemplo, se puede tratar de un sujeto con sobrepeso o de un
sujeto obeso a quien le convenga la administracion de prebidticos para prevenir el aumento de peso. En ciertas
formas de ejecucion el sujeto puede estar consumiendo una dieta rica en grasas o muy caldrica.

La definicién de “sobrepeso” para una persona adulta corresponde a un IMC entre 25 y 30. El “indice de masa
corporal” o “IMC” es igual al peso en kg dividido por el cuadrado de la altura en metros. La “obesidad” es un estado
en el cual la reserva natural de energia almacenada en el tejido graso de animales, en particular de humanos y otros
mamiferos, aumenta hasta un punto en que se relaciona con ciertas condiciones de salud o aumento de la
mortalidad. Para un ser humano adulto la definicién de “obeso” corresponde a un IMC mayor que 30. El “peso
normal” para un ser humano adulto corresponde a un IMC entre 18,5 y 25, mientras que “peso bajo” puede definirse
como un IMC inferior a 18,5.

Una dieta rica en grasas se puede definir como aquella de la cual el sujeto obtiene mas del 20% aproximadamente
de sus calorias totales a partir de la grasa. En algunas formas de ejecucion la dieta rica en grasas puede contener
mas del 30% aproximadamente de sus calorias totales en forma de grasa. En otras formas de ejecucion el sujeto
puede obtener mas del 40% aproximadamente de sus calorias totales a partir de la grasa.
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Por lo tanto el contenido real de grasa de una dieta rica en grasas puede variar segun el valor calorifico general de la
dieta, asi como el sexo, la edad, el nivel de actividad fisica, la constitucion, la altura y el peso del sujeto, por ejemplo.
Normalmente, para un hombre de 70 kg con un nivel moderado de actividad fisica y una ingesta calérica diaria de
2.700 kcal puede considerarse una dieta rica en grasas el consumo de mas de 60 g diarios de grasa
(aproximadamente 540 kcal de valor energético). Alternativamente, una dieta rica en grasas para dicho sujeto se
puede definir como un exceso de 90 g de grasa/dia (810 kcal/dia) o de 120 g de grasa/dia (1080 kcal/dia).

Una dieta rica en calorias se puede definir como el consumo por parte del sujeto de una ingesta caldrica superior a
la recomendada, basada, por ejemplo, en el sexo, la edad, el nivel de actividad fisica, la constitucion, la altura y/o el
peso del sujeto. Por ejemplo, una dieta rica en calorias para un hombre normal de 70 kg se puede definir como el
consumo de mas de 2.700 kcal/dia, mas de 3.000 kcal/dia o mas de 3.500 kcal/dia. Para las mujeres, una dieta rica
en calorias puede contener mas de 2.100 kcal/dia, mas de 2.500 kcal/dia o mas de 3.000 kcal/dia.

El sujeto sometido a prueba segun el método de la presente invencion ha consumido prebiéticos. Normalmente, el
sujeto ha consumido prebidticos como parte de un programa establecido de control de peso. Por ejemplo, se puede
administrar o suministrar al sujeto una dosis definida de prebidticos en forma de suplemento dietético para prevenir
el aumento de peso.

El sujeto ha consumido prebidticos, preferiblemente durante un periodo de al menos un dia, dos dias, tres dias, una
semana, dos semanas, un mes, dos meses o tres meses, antes de obtener la muestra de analisis. En las formas de
ejecucion preferidas la muestra se obtiene entre 3 y 14 dias después de iniciar el consumo de prebidticos, p.ej. al
cabo de unos 7 dias después de empezar el tratamiento prebiético. Por ejemplo, en algunas formas de ejecucion el
sujeto ha consumido una cantidad de prebidticos que corresponde al menos a 1 g/dia, al menos 2 g/dia, al menos 5
g/dia o al menos 10 g/dia durante el periodo anteriormente definido.

Segun una forma de ejecucion, el sujeto es un ser humano. Sin embargo el método de la presente invencion no esta
limitado a humanos. También se puede emplear en animales no humanos, por ejemplo para animales de compafiia
como gatos o perros. Basandose en ello se pueden disefiar unos regimenes nutricionales que contribuyan a
prolongar la vida del animal de compaiiia en un buen estado buena salud.

En algunas formas de ejecucion el sujeto es un bebé o un nifio pequefo. El término “bebé” se refiere a un nifio
menor de 12 meses. La expresion “nifio pequefo” se refiere a un niflo de entre uno y tres afios, es decir que
empieza a dar los primeros pasos. El bebé puede ser un recién nacido a término o prematuro. Un bebé “nacido
antes de término” o “prematuro” se refiere a un bebé no nacido a término. En general se refiere a un bebé nacido
antes de las 36 semanas de gestacion. En algunas formas de ejecucion puede tratarse de un bebé nacido por
cesarea y/o de un bebé pequefio para la edad gestacional y/o de un bebé con bajo peso al nacer. Un “bebé nacido
por cesarea” se refiere a un bebé alumbrado por cesarea, es decir, no por via vaginal.

Prebiodticos

Un prebidtico es un ingrediente alimenticio no digerible que beneficia al huésped estimulando selectivamente el
crecimiento y/o la actividad de una bacteria 0 de un numero limitado de bacterias en el colon y, por lo tanto, mejora
la salud del huésped. Dichos ingredientes no son digeribles en el sentido de que no se descomponen ni son
absorbidos en el estbmago o en el intestino delgado y asi pasan intactos al colon, donde son fermentados
selectivamente por las bacterias beneficiosas.

Los ejemplos de prebidticos incluyen ciertos oligosacaridos, como fructo-oligosacaridos (FOS), galacto-
oligosacéaridos (GOS), isomalto-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos, BMO (oligosacaridos de leche bovina),
glicosilsacarosa (GS), lactosacarosa (LS), lactulosa (LA), oligosacaridos de palatinosa (PAO), malto-oligosacaridos
(MOS), gomas y/o sus hidrolizados, pectinas y/o sus hidrolizados, y cualquier mezcla de los mismos. Los BMO
pueden seleccionarse de la lista integrada por oligosacaridos N-acetilados, oligosacaridos sialilados y cualquier
mezcla de los mismos. Los BMO pueden ser “CMOS-GOS” (oligosacaridos de leche de vaca-galacto-
oligosacaridos).

Se puede usar una combinacién de prebidticos formada por 90% de GOS y 10% de fructo-oligosacaridos de cadena
corta, como el producto vendido con la marca registrada Raftilose®, o 10% de inulina, como el producto vendido con
la marca comercial Raftiline®.

Un prebidtico particularmente preferido es una mezcla de galacto-oligosacarido(s), oligosacarido(s) N-acetilado(s) y
oligosacarido(s) sialilado(s) en la cual el (los) oligosacarido(s) N-acetilado(s) comprenden (representan) un 0,5 hasta
un 4,0% de la mezcla de oligosacaridos , el (los) galacto-oligosacarido(s) comprenden (representan) un 92,0 hasta
un 98,5% de la mezcla de oligosacaridos y el (los) oligosacarido(s) sialilado(s) comprenden (representan) un 1,0
hasta un 4,0% de la mezcla de oligosacaridos. Esta mezcla se denomina en lo sucesivo “CMOS-GOS”. Una
composicién utilizable segun la invencién lleva preferiblemente 2,5 hasta 15,0% en peso de CMOS-GOS respecto a
materia seca, con la condicion de que la composicion contenga al menos 0,02% en peso de un oligosacérido N-
acetilado, al menos 2,0% en peso de un galacto-oligosacarido y al menos un 0,04% en peso de un oligosacarido
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sialilado. Las patentes W0O2006087391 y W0O2012160080 proporcionan algunos ejemplos de produccién de “CMOS-
GOS”.

“Oligosacarido N-acetilado” significa un oligosacarido que tiene un resto de N-acetilo. Los oligosacaridos N-
acetilados adecuados incluyen GalNAca1,3Gal1,4Glc y GalB1,6GalNAca1,3Galf1,4Glc. Los oligosacaridos N-
acetilados se pueden preparar por accion de glucosaminidasa y/o galactosaminidasa sobre N-acetil-glucosa y/o N-
acetil-galactosa. Para este fin se pueden emplear igualmente N-acetil-galactosil transferasas y/o N-acetil-glicosil
transferasas. Los oligosacaridos N-acetilados también pueden producirse por tecnologia de fermentacion, usando
enzimas adecuados (recombinantes o naturales), y/o por fermentacién microbiana. En el ultimo caso los microbios
pueden expresar sus enzimas y substratos naturales o pueden modificarse para producir substratos y enzimas
adecuados. Se pueden usar cultivos microbianos individuales o cultivos mixtos. La formaciéon de oligosacaridos N-
acetilados puede ser iniciada por substratos aceptores a partir de cualquier grado de polimerizacion (GP), desde GP
= 1 en adelante. Otra opcién es la conversiéon quimica de ceto-hexosas (p.ej. fructosa), libres o unidas a un
oligosacarido (p.ej. lactulosa), en N-acetil-hexosamina o en un oligosacarido que contenga N-acetilhexosamina, tal
como se describe en Wrodnigg, T.M.; Stutz, A.E. (1999) Angew. Chem. Int. Ed. 38: 827-828.

“Galacto-oligosacarido” significa un oligosacarido que lleva dos o mas moléculas de galactosa y carece de carga y
de resto N-acetilo. Los galacto-oligosacaridos adecuados incluyen GalB1,6Gal, GalB1,6GalB1,4Glc,
Galp1,6Galp1,6Glc, Galp1,3Galp1,3Glc, Galp1,3Galp1,4Glc, GalB1,6Galp1,6GalB1,4Glc,
GalpB1,6Gal1,3Galp1,4Glc, GalB1,3GalB1,6GalB1,4Glc, Galp1,3Galp1,3Galp1,4Glc, Galf1,4Galp1,4Glc vy
GalB1,4GalB1,4GalB1,4Glc. Los  galacto-oligosacaridos  sintetizados tales como  GalB1,6Galf1,4Glc,
Galp1,6Galp1,6Glc, Galp1,3Galp1,4Glc, GalB1,6Galp1,6Galp1,4Glc, Galp1,6GalB1,3GalB1,4Glc y
GalB1,3GalB1,6GalB1,4Glc, GalB1,4GalB1,4Glc y Galp1,4Galp1,4Galp1,4Glc y mezclas de los mismos estan
disponibles con las marcas comerciales Vivinal® y Elix'or®. Otros proveedores de oligosacaridos son Dextra
Laboratories, Sigma-Aldrich Chemie GmbH y Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. Como alternativa se pueden usar
glicosiltransferasas especificas, como por ejemplo galactosiltransferasas, para producir oligosacaridos neutros.

“Oligosacarido sialilado” significa un oligosacarido que comprende un resto de acido sialico con carga asociada. Los
oligosacaridos sialilados adecuados incluyen NeuAca2,3GalB1,4Glc y NeuAca2,6GalB1,4Glc. Estos oligosacaridos
sialilados pueden aislarse mediante tecnologia cromatografica o de filtracion a partir de una fuente natural tal como
la leche de animales. Como alternativa pueden producirse por biotecnologia empleando sialiltransferasas
especificas, bien por tecnologia de fermentacién enzimatica (enzimas recombinantes o naturales) o por tecnologia
de fermentaciéon microbiana. En el dltimo caso los microbios pueden expresar sus enzimas y substratos naturales o
pueden modificarse para producir substratos y enzimas adecuados. Se pueden emplear cultivos microbianos
individuales o cultivos mixtos. La formacién de sialiloligosacaridos puede ser iniciada por substratos aceptores a
partir de cualquier grado de polimerizacion (GP), desde GP = 1 en adelante.

En una forma de ejecucién especialmente preferida los prebidticos comprenden galacto-oligosacaridos (GOS). En
otra forma de ejecucion particularmente preferida los prebidticos comprenden oligosacaridos de leche bovina (BMO),
con mayor preferencia oligosacaridos de leche de vaca-galacto-oligosacaridos (CMOS-GOS). En otra forma de
ejecucion preferida los prebioticos comprenden inulina y fructo-oligosacaridos (FOS).

Muestra

El presente método comprende una etapa de determinacion del nivel de alfa-ceto-isovalerato en una muestra de
orina obtenida de un sujeto.

Por lo tanto, el presente método se practica normalmente fuera del cuerpo humano o animal, es decir, en una
muestra de fluido corporal (orina) obtenida previamente del sujeto sometido a la prueba. El uso de orina como fluido
corporal para el analisis tiene la ventaja de que puede obtenerse de manera regular y no invasiva, aplicando un
procedimiento bien establecido. La muestra también se puede obtener sin la ayuda de personal médico.

Determinacion del nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra

El nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra se puede detectar y cuantificar por cualquier medio conocido del
estado técnico. Por ejemplo, se puede usar RMN-H', espectroscopia de masas, p.ej. UPLC-ESI-MS/MS. También se
pueden usar otros métodos, por ejemplo otros métodos espectroscépicos, métodos cromatograficos, técnicas de
marcaje o métodos quimicos cuantitativos. El nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra y el valor de referencia se
determinan preferiblemente por el mismo método.

Comparacion del nivel de alfa-ceto-isovalerato con un valor de referencia

El presente método comprende ademas una etapa de comparacion del nivel de alfa-ceto-isovalerato del sujeto con
un valor de referencia predeterminado.
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El valor de referencia predeterminado puede basarse en un nivel promedio de alfa-ceto-isovalerato en el fluido
corporal analizado en una poblacion de control, p.ej. de una poblacién que no ha consumido prebidticos. La
poblacién de control puede ser un grupo de al menos 3, preferiblemente de al menos 10, con mayor preferencia de
al menos 50 personas con antecedentes genéticos, edad y estado de salud similares. Preferiblemente, la poblacion
de control es un grupo de sujetos que han consumido una dieta similar a la del sujeto sometido a prueba, con
excepcion de los prebiodticos. Normalmente los sujetos de la poblacidon de control han consumido una dieta rica en
grasas, pero no han consumido ningun prebidtico o bien un nivel de prebidticos inferior al del sujeto que debe
analizarse.

Segun otra forma de ejecucion, el valor de referencia predeterminado es el nivel de alfa-ceto-isovalerato en la orina
del sujeto analizado antes de consumir los prebiéticos. Por lo tanto el método puede consistir en controlar un cambio
de los niveles de alfa-ceto-isovalerato en la orina del sujeto como respuesta al consumo de prebidticos. Por ejemplo,
en una forma de ejecucion, se puede obtener una muestra de orina de un sujeto a fin de obtener un valor de
referencia para el nivel de alfa-ceto-isovalerato, tras lo cual se inicia el tratamiento prebidtico. Posteriormente se
puede obtener una muestra adicional de orina (de ensayo) después de un periodo definido de consumo de
prebidticos, tal como se ha expuesto anteriormente. El nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de ensayo se
compara luego con la muestra de referencia para determinar si los niveles de alfa-ceto-isovalerato en este sujeto
han aumentado o disminuido como respuesta al tratamiento prebidtico.

Determinacion de la eficacia de los prebidticos basada en la comparacion de los niveles de alfa-ceto-isovalerato

Segun el presente método, un menor nivel de alfa-ceto-isovalerato o una ausencia de cambio del nivel de alfa-ceto-
isovalerato en la muestra de orina, respecto al valor de referencia predeterminado, indica que la administracion de
prebidticos es efectiva para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta. Por ejemplo, los niveles relativos de
alfa-ceto-isovalerato en la muestra de ensayo y en la muestra de referencia pueden indicar si el consumo previo de
prebidticos ha sido efectivo para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta y/o si la administracién adicional
de prebidticos sera efectiva para prevenir la ganancia de peso inducida por la dieta.

En algunas formas de ejecucion, una disminucion del nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de orina respecto
al valor de referencia predeterminado es indicativo de la eficacia de los prebiéticos. En particular, en aquellas formas
de ejecucion en las cuales el valor de referencia esta basado en un nivel promedio de alfa-ceto-isovalerato en la
orina de una poblacién de control de sujetos consumidores de una dieta rica en grasas, el nivel de alfa-ceto-
isovalerato en la muestra de ensayo disminuye preferentemente en comparacion con el valor de referencia. En las
formas de ejecucion en que el valor de referencia esta basado en el nivel de alfa-ceto-isovalerato en la orina del
sujeto antes de consumir los prebidticos, el nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de ensayo también disminuye
preferentemente respecto al valor de referencia.

El nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de orina disminuye preferentemente al menos un 1%, al menos un
5%, al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30% o al menos un 50% en comparacion con el valor de
referencia predeterminado.

En otras formas de ejecucion la ausencia de cambio en el nivel de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de orina
respecto al valor de referencia predeterminado puede ser indicativo de la eficacia de los prebidticos. Por ejemplo, en
algunas formas de ejecucion en que el valor de referencia esta basado en un nivel promedio de alfa-ceto-isovalerato
en la orina de la poblacion general o de una poblacién control de sujetos consumidores de una dieta normal, un nivel
de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de ensayo que no haya aumentado en comparacién con el valor de referencia
puede ser indicativo de que los prebidticos son eficaces para prevenir el aumento de peso.

Ademas, en algunas formas de ejecucion el contenido de grasa y/o el valor calorifico de la dieta del sujeto pueden
ser variables. Por ejemplo, el contenido de grasa y/o el poder calorifico de la dieta del sujeto pueden aumentar entre
el momento en que se toma una muestra de control para determinar el valor de referencia y un momento posterior
en el que se tome la muestra de ensayo. En estas formas de ejecucion, una ausencia de cambio en el nivel de alfa-
ceto-isovalerato de la muestra de orina de ensayo en comparacién con el valor de referencia predeterminado
también puede ser indicativo de la eficacia de los prebiéticos.

“Ausencia de cambio en el nivel de alfa-ceto-isovalerato” significa preferiblemente una diferencia de menos del 10%,
menos del 5%, menos del 4%, menos del 3%, menos del 2% o menos del 1% entre el nivel de alfa-ceto-isovalerato
en la muestra de orina y el valor de referencia predeterminado.

Como en las formas de ejecucion de la presente invenciéon un nivel de alfa-ceto-isovalerato no incrementado en la
muestra de orina respecto al valor de referencia predeterminado indica que la administracién de prebioticos es eficaz
para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta, un mayor nivel de alfa- ceto-isovalerato en la muestra de
orina respecto a los valores de referencia predeterminados pueden indicar que la administracién de prebidticos es
menos probable que sea efectiva para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta rica en grasas. Por ejemplo,
un nivel alto de alfa-ceto-isovalerato en la muestra de orina respecto al valor de referencia puede indicar que el
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consumo previo de prebioticos no ha sido efectivo para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta y/o que la
administracion adicional de prebidticos sera ineficaz para prevenir el aumento de peso inducido por la dieta.

Biomarcadores adicionales

En el presente método también se pueden emplear otros biomarcadores para predecir y/o cuantificar la respuesta
del sujeto a los prebidticos destinados a prevenir