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DESCRIPCION
Uso de una cepa de Lactobacillus rhamnosus para reducir la ganancia de peso y/o la resistencia a la insulina
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de los probidticos y, de modo mas especifico, a la utilizacion de ellos para regular la
ganancia de peso Y la resistencia a la insulina.

La preponderancia del sobrepeso y de la obesidad han aumentado de forma considerable en muchas partes del
mundo en el transcurso de los ultimos 25 afios. Un indice de masa corporal (BMI, por sus siglas en inglés) mayor, o
igual, que 25 se considera sobrepeso y un BMI mayor, o igual, que 30 se define como obesidad.

La cantidad de gente obesa en todo el mundo se ha mas que duplicado desde 1980. En 2008, mas de 1,4 mil
millones de adultos de 20 afios o mayores, tenian sobrepeso. De éstos, mas de 200 millones de varones y cerca de
300 millones de mujeres eran obesos.

A la obesidad a menudo se la asocia con la resistencia a la insulina (o sea, un estado en el que las células ya no
tienen la capacidad de responder de manera adecuada a la insulina), lo que lleva a enfermedades muy serias que
abarcan el sindrome metabdlico, tales como la hipertensioén, la diabetes tipo Il, las enfermedades cardiovasculares,
asi como las enfermedades hepaticas.

Aunque las diferencias entre las personas en cuanto a la acumulacion de grasa y el peso corporal se pueden
correlacionar con diversos factores, tales como los antecedentes genéticos, el estado de la salud, los tratamientos
médicos o la edad, en general se acepta que una de las causas primordiales de la frecuencia que en la actualidad
tienen la obesidad y la resistencia a la insulina es la combinacién de una actividad fisica reducida en la vida
cotidiana y la dieta de estilo occidental, que es rica en alimentos con elevada cantidad de grasa y de sacarosa.

Asimismo, numerosas investigaciones realizadas en los ultimos afios han demostrado que la obesidad y los
trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad se asocian con los cambios en la composicién de la microbiota
intestinal (para la revision véase LEY, Curr Opin Gastroenterol. 26, 5-11, 2010) y esa microbiota intestinal puede
afectar al metabolismo del hospedante y aumentar la extraccion de energia proveniente de la dieta (MARIK, Front
Endocrinol (Lausana), 3, 87, 2012).

Por consiguiente, se ha sugerido que la modulaciéon de la microbiota intestinal es un objetivo para mejorar el
sindrome metabodlico. Esto se puede conseguir mediante el empleo de prebidticos, probidticos o simbidticos, que
pueden ayudar a reducir la obesidad y los trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad, entre ellos la
resistencia a la insulina (MALLAPPA y col., Indian J Endocrinol Metab, 16, 20-7, 2012; DELZENNE y col., Nat Rev
Endocrinol, 7, 639-46, 2011).

Se ha informado que algunas cepas de probidticos disminuyen la acumulacion de grasa y/o los trastornos
metabodlicos relacionados con la obesidad. LEE y col. (Biochim Biophys Acta, 1761, 736-44, 2006) han demostrado
que la cepa PL60 de Lactobacillus rhamnosus, que produce acido linoleico conjugado tiene efectos antiobesidad en
ratones con obesidad inducida por la dieta. La cepa SBT2055 de Lactobacillus gasseri demostré reducir la
adiposidad abdominal y el peso corporal en seres humanos adultos (KADOOKA y col., Eur J Clin Nutr, 64, 636-43,
2010), y la BNR17 de Lactobacillus gasseri demostré reducir la ganancia de peso corporal en ratas que se
alimentaban con una dieta con alto contenido en hidratos de carbono (KANG y col., J Microbiol, 48, 712-4, 2010).
ANDREASEN vy col. (Br J Nutr, 104, 1831-8, 2010) informaron un mejoramiento de la resistencia a la insulina cuando
se suministré Lactobacillus acidophilus NCFM. La cepa N° 14 de Lactobacillus plantarum demostré reducir el tamario
de los adipocitos en ratones alimentados con una dieta con alto contenido de grasas (TAKEMURA vy col., Exp Biol
Med (Maywood), 235, 849-56, 2010). ARONSSON vy col. (PLoS One, 5, 2010) informaron que la cepa F19 de
Lactobacillus paracasei ssp paracasei puede disminuir el almacenamiento de grasas, al aumentar la expresion de la
proteina 4 de tipo angiopoyetina (ANGPTL4). MA y col. (J Hepatol, 49, 821-30, 2008) informaron que los probioticos
VSL#3 mejoran la esteatosis hepatica inducida por una dieta con alto contenido en grasas, asi como la resistencia a
la insulina, al aumentar las células NKT hepaticas. JI y col. (Benef Microbes, 3, 13-22, 2012)han mostrado una
modulacién del microbioma murino por parte de Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus sakei NR28, con un
efecto concomitante antiobesidad. AN y col. (Lipids Health Dis, 10, 116, 2011) han descrito los efectos antiobesidad
y de disminucion de lipidos de una mezcla de cepas bifidobacterianas (B. pseudocatenulatum SPM 1204, B. longum
SPM 1205 y B. longum SPM 1207) en ratas con obesidad inducida por dietas ricas en grasas. La solicitud PCT de
patente WO 2007/043933 propone el uso de Lactobacillus casei F19, Lactobacillus acidophilus NCFB 1748 o
Bifidobacterium lactis Bb12 para reducir la ingesta de alimentos y el depdsito de grasas, y evitar o tratar la obesidad
y la insensibilidad a la glucosa. AMAR y col. (AMAR y col., EMBO Mol Med, 3, 559-72, 2011) han demostrado que el
suministro de la cepa probiédtica Bifidobacterium lactis B420 a ratones diabéticos mejoraba la glucemia en ayunas y
restauraba la tasa de recambio de la glucosa al nivel de los ratones testigo, a los que se alimentd con pienso normal
para ratones.
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Los efectos de estos diferentes probidticos son especificos de cada cepa y dan la impresion de que diferentes
mecanismos actian como intermediarios: de ese modo sigue existiendo la necesidad de que se puedan utilizar otras
cepas de probiodticos para controlar el desarrollo del sobrepeso y de la obesidad, asi como las enfermedades
metabdlicas que se asocian con esos dos.

Los inventores emprendieron el estudio de los efectos preventivos de los probioticos sobre la obesidad y la
resistencia a la insulina inducidas por la dieta, en ratones. Descubrieron que la cepa CNCM 1-3690 de Lactobacillus
rhamnosus, suministrada de forma oral a ratones alimentados con una dieta rica en grasas (HFD, por sus siglas en
inglés), a razon de 10 células/ dia durante 12 semanas, redujo de manera significativa la ganancia de peso corporal
y la resistencia a la insulina. Ademas, el analisis de la microbiota intestinal por pirosecuenciacion 454 del gen ARNr
16S mostré que la cepa CNCM 1-3690 de Lactobacillus rhamnosus cambiaba la estructura de la microbiota intestinal,
en comparacién con la dieta HF. Andlisis mas detallados revelaron que la cepa CNCM 1-3690 cambiaba la
abundancia relativa de diferentes unidades taxondmicas operativas (OTU, por sus siglas en inglés), pero las OTU
mas elevadas provenian de bacterias productoras de lactato y acetato. El andlisis para acidos grasos de cadena
corta en el contenido cecal confirmd que la cepa CNCM 1-3690 aumentd de manera significativa la cantidad de
acetato intestinal, en comparacién con una HFD, lo que concuerda con el anadlisis de la microbiota por
pirosecuenciacion 454.

A la cepa CNCM 1-3690 se la deposité en la CNCM, de acuerdo con el Tratado de Budapest, el 19 de noviembre de
2006. Se la da a conocer en la solicitud PCT de patente WO 2009/122042, que informa sobre sus propiedades
antimicrobianas e inmunomoduladoras. Esta cepa también tiene propiedades antioxidantes que se describen en la
solicitud PCT de patente WO 2011/083354.

En consecuencia, un objeto del presente invento es el uso de la cepa CNCM 1-3690 de Lactobacillus rhamnosus, o
de una composicién que contenga la mencionada cepa, para reducir la ganancia de peso inducida por la dieta o la
resistencia a la insulina inducida por la dieta, en un sujeto.

En la presente, “ganancia de peso inducida por la dieta” y “resistencia a la insulina inducida por la dieta” se definen
como ganancia de peso y resistencia a la insulina que son el resultado de una ingesta excesiva de grasas (en
particular, grasas no saturadas) o de azucares simples, comprendidas, en particular, sacarosa y fructosa. Para un
sujeto dado, la ingesta excesiva de grasa o de azUcares simples, o de ambos a la vez, en la dieta se refiere al
consumo de una cantidad de grasas, o de una cantidad de azucares simples, o de ambas al mismo tiempo, en la
dieta que es superior a la cantidad necesaria para satisfacer las necesidades fisiolégicas y mantener el equilibro de
energia del mencionado sujeto. El efecto de un tratamiento sobre la reduccién de la ganancia de peso o de la
resistencia a la insulina, ambas inducidas por la dieta en un sujeto, se puede evaluar comparando la ganancia de
peso o la resistencia a la insulina que se observaron en un sujeto que recibe el tratamiento, con las que se
observaron en el mismo sujeto sin tratamiento y que recibia la misma dieta y tenia el mismo nivel de actividad fisica.

En la técnica se conocen los ensayos para evaluar la resistencia a la insulina en un sujeto (para leer la revision,
véase, por ejemplo, FERRANNINI & MARI, J Hypertens., 16, 895-906, 1998). El nivel de resistencia a la insulina de
un sujeto se puede medir con cualquier ensayo para resistencia a la insulina que se conozca en la técnica, tal como
la evaluacion por modelo homeostatico de la resistencia a la insulina (HOM-IR).

El presente invento también abarca la cepa CNCM [-3690 de Lactobacillus rhamnosus o una composicién que
contenga la mencionada cepa, para la utilizacion en el tratamiento, la prevencioén o el alivio de un estado que fuera
resultado de la ganancia de peso inducida por la dieta o la resistencia a la insulina inducida por la dieta, o para
ambas cosas a la vez.

Los ejemplos de estados que son resultado de la ganancia de peso inducida por la dieta o de la resistencia a la
insulina inducida por la dieta, o de ambas cosas a la vez, son el sobrepeso, la obesidad y los trastornos relacionados
con ellos, tales como diabetes tipo 2, enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés),
hipertension y similares.

El presente invento también proporciona un método para reducir la ganancia de peso inducida por la dieta o la
resistencia a la insulina inducida por la dieta, o para ambas cosas a la vez, en un sujeto que necesita esas
reducciones, donde el mencionado método comprende suministrarle al mencionado sujeto la cepa CNCM 1-3690 de
Lactobacillus rhamnosus o una composicién que contuviera la mencionada cepa.

A la cepa CNCM 1-3690 de Lactobacillus rhamnosus se la puede utilizar en la forma de bacterias enteras que
pueden estar vivas o no estarlo. Como alternativa se la puede emplear en la forma de un lisado bacteriano o en la
forma de fracciones bacterianas.

Las composiciones para utilizar en el presente invento pueden estar en cualquier forma que fuere adecuada para
que se las suministre, en particular, para el suministro oral. Esto comprende, por ejemplo, sélidos, semisdlidos,
liquidos y polvos. En general se prefiere una composicion liquida para un suministro mas facil como, por ejemplo,
bebidas.
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Cuando las bacterias estan en forma de bacterias vivas, la composicién tipicamente puede constar de 10° a 10™
unidades formadoras de colonlas (cfu su sigla en inglés); de preferenma como minimo 10° cfu; de mayor
preferenma como minimo 10’ cfu; aiin de mayor preferencia, como minimo 108 cfu y, de maxima preferencia, como
minimo 10° cfu por gramo de peso seco de la composmon En el caso de una composicion liquida, esto
corresponde, en general a una cantidad que va de 10* a 10" unldades formadoras de colonias (cfu); de preferen0|a
como minimo 10° cfu; de mayor preferenma como minimo 10° cfu; atn de mayor preferencia, como minimo 10 cfu
y, de maxima preferencia, como minimo 10° cfu/ml.

Las composiciones de preferencia para la utilizacion en el presente invento son composiciones nutricionales,
comprendidos productos alimenticios y, en particular, productos lacteos. Entre estas composiciones nutricionales
también figuran suplementos alimenticios y alimentos funcionales. Un “suplemento alimenticio” designa a un
producto fabricado con compuestos que son de utilizaciéon normal en comestibles, pero que esta en forma de
tabletas, polvo, capsulas, pécima o en cualquier otra forma que generalmente no se relaciona con los alimentos, y
que tiene efectos beneficiosos para la salud de la persona. Un “alimento funcional” es un alimento que también tiene
efectos beneficiosos para la salud de la persona. En particular, los suplementos alimenticios y el alimento funcional
pueden tener un efecto fisioldgico, protector o curativo, contra una enfermedad tal como, por ejemplo, una
enfermedad croénica.

Otros ejemplos de composiciones adecuadas para el uso que se indica en el presente invento son composiciones
farmacéuticas.

Las composiciones del presente invento también pueden comprender, ademas de la cepa CNCM 1-3690, una cepa,
0 mas de una, de bacterias del acido lactico, probidticas o no como, por ejemplo, una cepa bacteriana, o mas de
una, seleccionada(s) a partir de los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y Bifidobacteria. En
particular, esta otra cepa, o estas otras cepas, puede(n) incluir una cepa, o mas de una, de Streptococcus
thermophilus o una cepa, o mas de una, de Lactobacillus bulgaricus, o de todas estas al mismo tiempo.

Al presente invento se lo ha de entender con mas claridad a partir de la descripcion adicional que sigue, la que se
refiere a un ejemplo que ilustra el efecto de la cepa bacteriana CNCM [-3690 sobre el almacenamiento de lipidos.

Referencias de las figuras

Figura 1: Ganancia de peso (A), glucosa en sangre en ayunas (B), insulina en ayunas (C), HOMA-IR (D), OGTT (E) y
areas bajo la curva (AUC) de OGTT (F) para cuatro grupos: NC, HFD, HFD+CNCM 1-3690, HFD+B.lactis B420
(Danisco). Los datos se muestran como medias + S.E.M. **p < 0,01, *p < 0,05 cuando se compara con el grupo con
HFD, y ## p <0,01, #p < 0,05 cuando se compara con el grupo NC mediante One Way-ANOVA seguido por ensayos
post hoc de Tukey en SPSS. HOMA-IR se calcula de acuerdo con la formula siguiente: glucosa en sangre en ayunas
(mmol/litro) x insulina en ayunas (mU/litro) / 22,5.

Figura 2: Ingesta de alimentos de cuatro grupos cada semana. Los datos se muestran como medias de dos jaulas
de ratones, de modo que no se llevé a cabo analisis estadistico alguno.

Figura 3: Ingesta acumulativa de alimento de cuatro grupos en cada mes del ensayo con animales. Los datos se
muestran como medias de dos jaulas de ratones, de modo que no se llevé a cabo analisis estadistico alguno.

Figura 4: Ingesta acumulativa de alimento de cuatro grupos durante 12 semanas. Los datos se muestran como
medias de dos jaulas de ratones, de modo que no se llevo a cabo andlisis estadistico alguno.

Ejemplo 1: Mejoramiento de la obesidad y de la resistencia a la insulina inducidas por la dieta, por parte de la cepa
CNCM 1-3690 de L. Rhamnosus.

Materiales y métodos

A ratones C57BL/6J (machos, a la edad de 12 semanas) se los dividié en 3 grupos (8 ratones por grupo) sometidos
a diferentes tratamientos, del modo que sigue:

Grupo A: dieta rica en grasas, que contiene 34,9% grasa, 5,24 kcallg, proveniente de Research Diets, Inc., New
Brunswick, NJ (HFD);

Grupo B: dieta rica en grasas mas la cepa probidtica CNCM 1-3690 de L. rhamnosus, a 10® CFU/ ratén/dia (HFD+
CNCM 1-3690);

Grupo C: dieta rica en grasas mas la cepa probiética B420 (Danisco) de Bifidobacterium lactis, a 10% CFU/ ratén/dia
(HFD+ B.lactis B420), de la que anteriormente se informé que reduce los efectos adversos sobre el metabolismo que
se relacionan con una dieta rica en grasas (AMAR y col., 2011, citado arriba), en caracter de comparacion;

Grupo D; Pienso normal, que contiene 4,3% de grasas, 3,85 kcallg, proveniente de Research Diets, Inc., New
Brunswick, NJ (NC).
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Antes del ensayo con animales se prepard una suspension de L. rhamnosus CNCM 1-3690 o Bifidobacterium lactis
B420, se la guardo a -80 °C y se la descongeld 1 hora antes de que se la suministrara a cada ratén por alimentacion
oral.

El tratamiento con animales duré 12 semanas, durante las cuales se midieron dos veces por semana el peso
corporal de cada ratén y la ingesta de alimento de cada jaula de ratones. Una vez por mes, mediante el empleo de
una jaula metabdlica se recogian muestras frescas de heces y orina, que se guardaban de inmediato a -80 °C para
el posterior analisis.

La cantidad de las cepas probidticas en las heces de los ratones a las 22, 62 y 112 semanas durante el suministro de
los probidticos se cuantific6 mediante transcripcion inversa (RT)-gPCR, y los resultados confirmaron que podian
sobrevivir en el intestino.

Al final del ensayo, después de 5 horas de privacion de comida, se recogié sangre del plexo orbital y se aislé suero
por centrifugacion a 3000 rpm a 4 °C durante 15 minutos. A todos los animales se los sacrificé por dislocacion
cervical. Se extirparon las almohadillas de grasa del epididimo, el higado y el yeyuno; se las pesd y conservo de
inmediato en RNALater (Ambion) después del sacrificio.

Se llevaron a cabo ensayos de tolerancia a la glucosa oral (OGTT, por sus siglas en inglés) antes del sacrificio de
los animales. Después de 5 horas de privacion de comida, a los ratones se les suministré 2,0 g/kg de peso corporal,
de glucosa por via oral. Se tomaron muestras de sangre de la cola para medir los niveles de glucosa en sangre
antes, y a los 15, 30, 60 y 120 minutos posteriores al suministro de la glucosa, mediante el empleo de un
glucosimetro ACCU-Check (Roche Diagnostics, Canada). Al nivel de glucosa en sangre antes del suministro de
glucosa se lo considera como el nivel de glucosa en sangre en ayunas (FBG, por sus siglas en inglés). Al nivel de
insulina en ayunas (FINS, por sus siglas en inglés) se lo establecié por medio de un ensayo ELISA (Mercodia,
Suecia). EI HOMA-IR se calculé de acuerdo con la féormula siguiente: glucosa en sangre en ayunas (mmol/litro) x
insulina en ayunas (mU/litro) / 22,5.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 1: A: Ganancia de peso corporal; B: glucosa en sangre en ayunas (FBG); C:
niveles de insulina en ayunas (FINS); D: indice de evaluacién de la homeostasis de la resistencia a la insulina
(HOMA-IR); E: Ensayo de Curva de Tolerancia a la Glucosa por Via Oral (OGTT); F: areas bajo la curva (AUC) de
OGTT. Los datos se muestran como medias + S.E.M. **p < 0,01, *p < 0,05 cuando se compara con el grupo con
HFD, y ## p < 0,01, #p < 0,05 cuando se compara con el grupo NC mediante analisis simple de la varianza (One-
Way-ANOVA) seguido por ensayos post hoc de Tukey en SPSS.

En comparacién con los ratones alimentados con NCC, el grupo de HFD exhibié una mayor ganancia de peso
(Figura 1A), niveles elevados de glucosa en sangre en ayunas (Figura 1B), de insulina en ayunas (Figure 1C) y de
HOMA-IR (Figura 1D), asi como una disminucion de la tolerancia a la glucosa (Figuras 1E, F). El suplemento de dos
cepas probidticas a la HFD redujo de manera significativa la ganancia de peso corporal (Figura 1A). Aunque no hubo
una diferencia significativa en los niveles de glucosa en sangre en ayunas (FBG) y de insulina en ayunas (FINS)
entre los grupos con HFD + probiéticos y el grupo con HFD, tanto L. rhamnosus CNCM [-3690 como Bifidobacterium
lactis B420 redujeron el indice de HOMA-IR y esta reduccion fue significativa en el caso de la CNCM [-3690
(Figura1D). Las dos cepas también redujeron de manera significativa la intolerancia a la glucosa (Figuras 1E, F), lo
que indica que podrian mejorar la resistencia a la insulina.

Se calculd la ingesta promedio de energia por raton por dia (Figura 2), para cada una de las doce semanas del
periodo de ensayo. Durante todo el periodo, la ingesta de energia del grupo con NC fue la mas baja y la ingesta de
energia de los grupos con HFD + probidtico fue casi la misma que la del grupo con HFD, salvo para la séptima
semana. Ademas, se calcul6 la ingesta acumulativa de energia de cuatro grupos de animales durante tres meses
(Figura 3) y la ingesta acumulativa de energia de cuatro grupos de animales durante doce semanas (Figura 4): eso
indica que la reduccion de peso corporal que se observd para los grupos tratados con probidticos no se puede
atribuir a la reduccion de la ingesta de energia.

Estos resultados muestran que las dos cepas de probidticos mejoraron de manera significativa la obesidad y la
resistencia a la insulina inducidas por una HFD y que el mejoramiento que brinda la cepa CNCM [-3690 de L.
rhamnosus es, como minimo, comparable al que brinda la Bifidobacterium lactis B420.
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REIVINDICACIONES

1. La cepa CNCM [-3690 de Lactobacillus rhamnosus para su uso en un método para el tratamiento, la prevencion o
el alivio de la obesidad y/o trastornos relacionados con la obesidad y/o una enfermedad asociada con la resistencia
a la insulina inducida por la dieta en un sujeto.

2. La cepa CNCM [-3690 de Lactobacillus rhamnosus para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en un método
para el tratamiento, la prevencion o el alivio de la obesidad.

3. La cepa CNCM 1-3690 de Lactobacillus rhamnosus para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en un método
para el tratamiento, la prevenciéon o el alivio de trastornos relacionados con la obesidad, seleccionados entre
hipertension, enfermedades cardiovasculares y enfermedades hepaticas.

4. La cepa CNCM I-3690 de Lactobacillus rhamnosus para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en un método
para el tratamiento, la prevencioén o el alivio de enfermedades asociadas con la resistencia a la insulina inducida por
la dieta.

5. La cepa CNCM 1-3690 de Lactobacillus rhamnosus de la reivindicacion 1 6 2, para el uso de las reivindicaciones 1
0 2, en donde la mencionada cepa esta contenida dentro de una composicién que se suministra por via oral.

6. La cepa CNCM [-3690 de Lactobacillus rhamnosus de la reivindicacion 5, para el uso de la reivindicaciéon 5, en
donde la mencionada composicién es un producto alimenticio.

7. La cepa CNCM [-3690 de Lactobacillus rhamnosus de la reivindicacion 6, para el uso de la reivindicacion 6, en
donde la mencionada composicion es una composicién farmacéutica.

8. El uso de la cepa CNCM [-3690 de Lactobacillus rhamnosus para reducir la ganancia de peso inducida por la
dieta.

9. El uso de la reivindicacién 8, en donde dicha cepa esta contenida en una composicion administrable por via oral.

10. El uso de la reivindicacion 9, en donde dicha composicidon es un producto alimenticio o un suplemento
alimenticio.

11. El uso de la reivindicacién 10, en donde dicho producto alimenticio es un producto lacteo fermentado.
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