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DESCRIPCION
Bifidobacterias para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a nuevos usos de Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420),
particularmente, pero no exclusivamente Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420) probidtico.

Descripcion de la técnica anterior

La diabetes mellitus, a menudo denominada simplemente como diabetes, es una afeccién caracterizada por un
trastorno en el metabolismo y azucar en sangre anémalamente elevada (hiperglucemia) que es resultado de niveles
y/o accidn insuficientes de la hormona insulina. Los sintomas caracteristicos son una excesiva produccion de orina
(poliuria) debido a los elevados niveles de glucosa en sangre, sed excesiva y elevada ingesta de fluido (polidipsia)
que trata de compensar la elevada produccién de orina, vision borrosa debido a los efectos de la elevada glucosa en
sangre sobre la optica del ojo, pérdida de peso inexplicable y letargo. Estos sintomas probablemente sean menos
evidentes si el azlcar en sangre es moderadamente elevado.

La Organizacién Mundial de la Salud reconoce tres formas principales de diabetes mellitus: tipo 1, tipo 2 y diabetes
gestacional (que tiene lugar durante el embarazo), que tienen diferentes causas y distribuciones poblacionales.
Aunque, en ultima instancia, todas las formas se deben a que las células beta del pancreas no pueden producir
suficiente insulina para prevenir la hiperglucemia, las causas son diferentes. La diabetes de tipo 1 generalmente se
debe a la destruccion autoinmunitaria de las células beta pancreaticas. La diabetes de tipo 2 se caracteriza por la
resistencia a la insulina en los tejidos diana. Esto causa la necesidad de cantidades anormalmente altas de insulina
y la diabetes se desarrolla cuando las células beta no pueden satisfacer esta demanda. La diabetes gestacional es
similar a la diabetes de tipo 2 en que implica la resistencia a la insulina; las hormonas del embarazo pueden causar
resistencia a la insulina en mujeres genéticamente predispuestas a desarrollar esta afeccion.

La diabetes gestacional generalmente se soluciona con el parto del nifio: sin embargo, las diabetes de tipo 1 y 2 son
afecciones cronicas. Todos los tipos se pueden tratar desde que la insulina llegé a estar médicamente disponible en
1921. La diabetes de tipo 1, en la que la insulina no es secretada por el pancreas, solo se puede tratar directamente
con insulina inyectada, aunque los ajustes en la dieta y otros ajustes en el estilo de vida son parte del tratamiento. El
tipo 2 se puede tratar con una combinacion de tratamiento de la dieta, comprimidos e inyecciones y, frecuentemente,
con suplementos de insulina.

La diabetes puede provocar muchas complicaciones. Las complicaciones agudas (hipoglucemia, cetoacidosis o
coma hiperosmolar no cetdsico) pueden tener lugar si la enfermedad no se controla de manera adecuada. Las
complicaciones serias a largo plazo incluyen enfermedades cardiovasculares (duplicacion del riesgo), insuficiencia
renal cronica, lesiones retinianas (que pueden llevar a la ceguera), lesiones nerviosas (de varios tipos) y lesiones
microvasculares, que pueden provocar impotencia y mala cicatrizacién. La mala cicatrizacién de las heridas, en
particular, de los pies, puede dar lugar a gangrena, lo que puede requerir la amputaciéon. El tratamiento de la
diabetes, asi como un mayor énfasis en el control de la presion arterial y los factores del estilo de vida (tales como
no fumar y mantener un peso corporal sano), pueden mejorar el perfil de riesgo de la mayoria de las complicaciones
mencionadas anteriormente. En el mundo desarrollado, la diabetes es la causa mas significativa de ceguera en
adultos no ancianos y la causa principal de amputaciéon no traumatica en adultos, y la nefropatia diabética es la
principal enfermedad que requiere didlisis renal en los Estados Unidos.

La diabetes mellitus es actualmente una enfermedad crénica, sin una cura, y el énfasis médico debe estar
necesariamente sobre tratar/evitar posibles problemas a corto y a largo plazo relacionados con la diabetes. Existe un
papel excepcionalmente importante en la educacién del paciente, el apoyo dietético, el ejercicio prudente, el
autocontrol de la glucosa, con el objetivo de mantener los niveles de glucosa a corto plazo y a largo plazo, dentro de
los limites aceptables. Se necesita un control cuidadoso para reducir el riesgo de complicaciones a largo plazo. Esto
en teoria se puede lograr con combinaciones de la dieta, ejercicio y pérdida de peso (tipo 2), diversos farmacos
orales para la diabetes (solo tipo 2), y el uso de insulina (tipo 1y, cada vez mas, para el tipo 2 que no responde a los
medicamentos orales). Ademas, dados los mayores riesgos asociados de enfermedades cardiovasculares, se
deberian realizar modificaciones en el estilo de vida para controlar la presion arterial y el colesterol haciendo mas
ejercicio, dejando de fumar, consumiendo una dieta apropiada, llevando calcetines para diabéticos y, si es
necesario, tomando cualquier o varios farmacos para reducir la presion arterial.

Los farmacos orales antidiabetes y los analogos de insulina actualmente en el mercado o que se estan sometiendo a
ensayos clinicos incluyen biguanidas (tales como metformina), sulfonilureas (tales como carbutamida,
clorpropamida, glibenclamida (Glyburide), gliclazida, glimepirida, glipizida, gliquidona, tolazamida o tolbutamida),
inhibidores de alfa-glucosidasa (tales como acarbosa, miglitol o voglibosa), tiazolidinodionas (TZD) (tales como
pioglitazona, rivoglitazona o rosiglitazona), meglitinidas (tales como nateglinida, repaglinida o mitiglinida), inhibidores
de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) (tales como alogliptina, saxagliptina, sitagliptina o vildagliptina), analogos del
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péptido 1 de tipo glucagén (tales como exenatida, liraglutida, o albiglutida), analogos de amilina (tales como
pramlintida), analogos de insulina de accién rapida (tal como insulina lispro, insulina asparta e insulina glulisina),
analogos de insulina de accion prolongada (tal como insulina glargina, insulina detemir), agonistas de PPAR dual (tal
como aleglitazar) e inhibidores de SGLT2 (tales como dapagliflozina, remogliflozina y sergliflozina).

La diabetes de tipo 2 a menudo se asocia con la obesidad. El indice de masa corporal (IMC) (calculado como el
peso en kilogramos dividido entre el cuadrado de la altura en metros) es la medicion mas comunmente aceptada
para el sobrepeso y/o la obesidad. Un IMC que supera el 25 se considera sobrepeso. Se define la obesidad como un
IMC de 30 o mas, con un IMC de 35 o mas considerado como obesidad de comorbilidad grave y un IMC de 40 o
mas considerado obesidad moérbida. La mortalidad es elevada en la obesidad, estando un IMC de mas de 32
asociado a una duplicacion del riesgo de muerte. Existen alteraciones en la respuesta del cuerpo a la insulina
(resistencia a la insulina), un estado proinflamatorio y una elevada tendencia a la trombosis (estado protrombatico).

La obesidad central (de tipo masculino o la obesidad que predomina en la cintura, caracterizada por una elevada
proporcion cintura-cadera), es un factor de riesgo particularmente importante para la diabetes y el sindrome
metabdlico, el agrupamiento de una serie de enfermedades y de factores de riesgo que fuertemente predisponen a
la enfermedad cardiovascular. Estos son la diabetes mellitus de tipo 2, tension arterial alta, elevado colesterol y
niveles de triglicéridos en sangre (hiperlipidemia mixta).

El uso de microorganismos en el tratamiento de la obesidad, diabetes y afecciones relacionadas con la diabetes esta
en el conocimiento general en la materia. Por ejemplo, el documento WO 2007/043933 describe el uso de bacterias
probiéticas para la fabricacion de alimentos y productos alimenticios, suplementos dietéticos, para controlar la
ganancia de peso, prevenir la obesidad, aumentar la saciedad, prolongar la saciacion, reducir la ingesta de alimento,
reducir la deposicion de grasas, mejorar el metabolismo energético, aumentar la sensibilidad a la insulina, tratar la
obesidad y tratar la insensibilidad a la insulina.

El documento WO 2009/024429 describe el uso de una composicidon primaria que comprende un agente que reduce
la cantidad de proteobacterias, en particular, enterobacterias y/o deferribacterias en el intestino para el tratamiento o
la prevencién de trastornos metabdlicos, para apoyar y/o para apoyar el manejo del peso.

El documento WO 2009/004076 describe el uso de bacterias probidticas para normalizar las concentraciones de
glucosa en plasma, mejorar la sensibilidad a la insulina y reducir el riesgo de desarrollo en mujeres embarazadas, y
prevenir la diabetes gestacional.

El documento WO 2009/021824 describe el uso de bacterias probidticas, en particular Lactobacillus rhamnosus,
para tratar la obesidad, tratar los trastornos metabdlicos y apoyar la pérdida de peso y/o el mantenimiento del peso.

El documento WO 2008/016214 describe una bacteria del &cido lactico probidtica de la cepa Lactobacillus gasseri
BNR17 y su uso en la inhibiciéon de la ganancia de peso.

El documento WO 02/38165 describe el uso de una cepa de Lactobacillus (en particular, Lactobacillus plantarum) en
la reduccion de los factores de riesgo implicados en el sindrome metabdlico.

El documento WO 2002/0037577 describe el uso de microorganismos, tales como Lactobacilli, para el tratamiento o
la prevencion de la obesidad o la diabetes mellitus mediante la reducciéon de la cantidad de monosacérido o
disacarido que se puede absorber en el cuerpo, convirtiendo tales compuestos en materiales poliméricos que no se
pueden absorber por el intestino.

Lee et al., J. Appl. Microbiol. 2007, 103, 1140-1146, describe la actividad antiobesidad de la bacteria productora de
acido trans-10, cis-12 linoleico conjugado (CLA) de la cepa de Lactobacillus plantarum PL62 en ratones.

Li et al., Hepatology, 2003, 37(2), 343-350, describen el uso de probidticos y de anticuerpos anti-TNF en un modelo
de ratén para la enfermedad del higado graso no alcohdlico.

Sumario de la invencion

La presente invencidon comprende el uso de una bacteria de la especie Bifidobacterium animalis, subesp. lactis cepa
420 (B420) para su uso en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva en un mamifero.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 ilustra los resultados de una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en ratones C57bl6
macho adulto alimentados con una dieta alta en grasas (DAG) durante cuatro semanas o comida normal (CN);
La Figura 2 ilustra los resultados de una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal cuatro semanas
después del comienzo del tratamiento con probidticos en ratones alimentados con dieta alta en grasas;
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La Figura 3 ilustra el efecto del tratamiento con Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420)
Lactobacillus acidophilus cepa NCFM (NCFM) o una combinacién de las dos (B420+NCFM) sobre la masa de
grasa corporal de los ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 4 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre el peso sin agua de ratones
alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 5 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre el peso de la masa magra
corporal de ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 6 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre el peso de agua total de
ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 7 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre el peso del tejido adiposo
subcutaneo de ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 8 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre el peso del tejido adiposo
mesentérico de ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 9 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre el peso del higado de ratones
alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 10 ilustra la ganancia de peso corporal antes y después del tratamiento con B420, NCFM o
B420+NCFM de ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 11 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre los niveles de insulina en
ayunas y sin ayunas de ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 12 ilustra el efecto del tratamiento con B420, NCFM o B420+NCFM sobre la sensibilidad de la insulina
de ratones alimentados con dieta alta en grasas;

La Figura 13 ilustra las concentraciones de ARNm de citocina hepatica en ratones diabéticos con DAG tratados
con B420, NCFM o B420+NCFM y ratones de control alimentados con DAG;

La Figura 14 ilustra el indice inflamatorio en tejido del higado en ratones diabéticos con DAG tratados con B420,
NCFM o B420+NCFM y ratones de control alimentados con DAG;

La Figura 15 ilustra las concentraciones de ARNm de citocina de musculo esquelético en ratones diabéticos con
DAG tratados con B420, NCFM o B420+NCFM y ratones de control alimentados con DAG;

La Figura 16 ilustra el indice inflamatorio de tejidos de musculo esquelético en ratones diabéticos con DAG
tratados con B420, NCFM o B420+NCFM y ratones de control alimentados con DAG.

La Figura 17 ilustra las concentraciones de ARNm de citocina de tejido adiposo subcutaneo en ratones
diabéticos con DAG tratados con B420, NCFM o B420+NCFM vy ratones de control alimentados con DAG;

La Figura 18 ilustra el indice inflamatorio de tejidos adiposos subcutaneos en ratones diabéticos con DAG
tratados con B420, NCFM o B420+NCFM y ratones de control alimentados con DAG;

La Figura 19 ilustra los niveles de glucosa en sangre de ratones alimentados con DAG tratados con B420, una
combinacién de B420 con polidextrosa (B420+PDX), metformina (MET) o una combinacion de polidextrosa y
metformina (PDX+MET) y ratones control tratados con DAG;

La Figura 20 ilustra los niveles de insulina en plasma de ratones alimentados con DAG tratados con B420,
B420+PDX, MET o una combinacion de B420 y metformina (B420+MET) y ratones de control tratados con DAG;
y

La Figura 21 ilustra los niveles de HOMA-IR (modelo homeostatico de resistencia a la insulina) de ratones
alimentados con DAG tratados con B420, B420+PDX, MET, B420+MET, PDX+MET y ratones de control tratados
con DAG.

Descripcion detallada de la invencién
Bacterias

La bacteria usada en la presente invencion es Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420). La
Bifidobacterium a usar en la presente invencién es una Bifidobacterium que generalmente se reconoce como segura
y, que preferentemente esta aprobada como GRAS (forma siglada de generally recognized as safe (considerado
seguro)).

La bacteria se puede usar en cualquier usar en cualquier forma capaz de ejercer los efectos descritos en el presente
documento. Por ejemplo, las bacterias pueden ser bacterias viables, latentes, inactivadas o muertas.
Preferentemente, las bacterias son bacterias viables.

Las bacterias pueden comprender bacterias completas o pueden comprender componentes bacterianos. Los
ejemplos de tales componentes incluyen componentes de la pared celular bacteriana tales como peptidoglicano,
acidos nucleicos bacterianos tales como ADN y ARN, componentes de membrana bacteriana y componentes
estructurales bacterianos tales como proteinas, hidratos de carbono, lipidos y combinaciones de estos tales como
lipoproteinas, glucolipidos y glucoproteinas.

Las bacterias también pueden comprender como alternativa metabolitos bacterianos. En la presente memoria
descriptiva, la expresiéon 'metabolitos bacterianos' incluye todas las moléculas producidas o modificadas mediante
las bacterias (probioéticos) como resultado del metabolismo bacteriano durante el crecimiento, la supervivencia, la
persistencia, el transito o la existencia de las bacterias durante la fabricacion del producto probidtico y el
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almacenamiento y durante el transito gastrointestinal en un mamifero. Los ejemplos incluyen todos los acidos
organicos, los acidos inorganicos, las bases, las proteinas y los péptidos, las enzimas y las coenzimas, los
aminodacidos y los &cidos nucleicos, los hidratos de carbono, los lipidos, las glucoproteinas, las lipoproteinas, los
glucolipidos, las vitaminas, todos los compuestos bioactivos, los metabolitos que contienen un componente
inorganico, y todas las moléculas pequefas, por ejemplo, moléculas de nitroso o moléculas que contienen un acido
sulfuroso.

Preferentemente las bacterias comprenden bacterias completas, mas preferentemente, bacterias viables completas.

Las bacterias usadas en la presente invencion son Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420). Esta
cepa esta comercialmente disponible de Danisco A/S.

En una realizacion, la bacteria usada en la presente invencion es una bacteria probiética. En la presente memoria
descriptiva, la expresion 'bacteria probiética’ se define como que abarca cualquier bacteria no patégena que, cuando
se administra viva en cantidades adecuadas, confiere un beneficio saludable sobre el hospedador. Estas cepas
probidticas generalmente tienen la capacidad de sobrevivir al paso a través de la parte superior del trato digestivo.
No son patdégenas, ni toxicas y ejercen su efecto beneficioso sobre la salud, por un lado, mediante interacciones
ecoldgicas con la flora residente en el tracto digestivo y, por otro lado, mediante su capacidad para influir en el
sistema inmunitario de una forma positiva mediante el "GALT" (del inglés gut-associated lymphoid tissue, tejido
linfoide asociado al intestino). En funcién de la definicion de los probidticos, estas bacterias, cuando se dan en un
numero suficiente, tienen la capacidad de progresar vivas a través del intestino, sin embargo, no atraviesan la
barrera intestinal y sus principales efectos, por lo tanto, se inducen en el lumen y/o en la pared del tracto
gastrointestinal. Por lo tanto, forman parte de la flora residente durante el periodo de administracion. Esta
colonizacién (o colonizacidn transitoria) permite que las bacterias probidticas ejerzan un efecto beneficioso, tal como
la represidon microorganismos potencialmente patégenos presentes en la flora e interacciones con el sistema
inmunitario del intestino.

En algunas realizaciones, la Bifidobacterium se usa en la presente invencion junto con una bacteria del género
Lactobacillus. Una combinaciéon de bacterias de Bifidobacterium y Lactobacillus de acuerdo con la presente
invencioén presenta un efecto sinérgico en determinadas aplicaciones (es decir, un efecto que es mayor que el efecto
aditivo de las bacterias cuando se usan por separado). Por ejemplo, combinaciones que, ademas de tener efecto en
el mamifero como componentes individuales, pueden tener un efecto beneficioso en los otros componentes de la
combinacién, por ejemplo, produciendo metabolitos que luego se usan como fuente de energia por otros
componentes de la combinacion, o manteniendo condiciones fisioldgicas que favorezcan a los demas componentes.

Normalmente, las bacterias Lactobacillus se seleccionan de las especies Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus bifidus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus lactis,
Lactobacillus delbreuckii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus jensenii, y combinaciones de cualquiera de las mismas.

En realizaciones preferidas, la bacteria de Lactobacillus usada en la presente invencion es una Lactobacillus
probidtica.

Preferentemente, la bacteria de Lactobacillus usada en la presente invencion es de la especie Lactobacillus
acidophilus.

En una realizacion preferida, la Bifidobacterium se usa en la presente invencién junto con una bacteria de la especia
Lactobacillus acidophilus cepa NCFM. La Lactobacillus acidophilus NCFM fue depositada por Rhodia Chimie,
Francia, en la American Type Culture Collection como PTA-4797 el 15 de noviembre de 2002.

En una realizaciéon particularmente preferida, las bacterias usadas en la presente invencién comprenden una
combinacion de Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420) y Lactobacillus acidophilus cepa NCFM
(PTA-4797).

Dosificaciones

La Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420), y (si esta presente) la Lactobacillus (tal como una cepa
de Lactobacillus acidophilus, por ejemplo Lactobacillus acidophilus cepa NCFM) usada de acuerdo con la presente
invencién puede comprender de 108 a 10'2 UFC de bacterias/g de soporte, y mas en particular, de 10% a 10'? UFC
de bacterias/g de soporte, preferentemente, de 10° a 10'2 UFC/g para la forma liofilizada.

De manera adecuada, la Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420), y (si esta presente) la

Lactobacillus (tal como una cepa de Lactobacillus acidophilus, por ejemplo, Lactobacillus acidophilus cepa NCFM),
se pueden administrar a una dosificacion de aproximadamente 108 a aproximadamente 102 UFC de
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microorganismos/dosis, preferentemente de aproximadamente 108 a aproximadamente 102 UFC de
microorganismos/dosis. Mediante el término "por dosis" se refiere a que esta cantidad de microorganismo se le
proporciona a un sujeto bien por dia o bien por ingesta, preferentemente por dia. Por ejemplo, si el microorganismo
se va a administrar en un producto alimenticio (por ejemplo, en un yogur), entonces el yogur preferentemente
contendra desde aproximadamente 108 a 10" UFC del microorganismo. Como alternativa, sin embargo, esta
cantidad de microorganismo se puede repartir en multiples administraciones que consisten cada una en una
cantidad mas pequefa de carga microbiana, siempre que la cantidad global de microorganismo recibida por el sujeto
en cualquier momento especifico (por ejemplo, cada periodo de 24 horas) sea de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10'2 UFC de microorganismos, preferentemente de 108 a aproximadamente 10'2 UFC de
microorganismos.

De acuerdo con la presente invencién, una cantidad eficaz de al menos una cepa de un microorganismo puede ser
al menos 10® UFC de microorganismo/dosis, preferentemente de aproximadamente 10° a aproximadamente 102
UFC de microorganismos/dosis, preferentemente de aproximadamente 10% a aproximadamente 10'> UFC de
microorganismos/dosis.

En una realizacion, preferentemente la Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420), y (si esta presente)
la Lactobacillus (tal como una cepa de Lactobacillus acidophilus, por ejemplo, Lactobacillus acidophilus cepa
NCFM), se pueden administrar a una dosificacion de aproximadamente 10% a aproximadamente 10> UFC de
microorganismos/dia, preferentemente de aproximadamente 10%® a aproximadamente 10" UFC de
microorganismos/dia. Por lo tanto, la cantidad eficaz en la presente realizacién puede ser de aproximadamente 10°
a aproximadamente 102 UFC de microorganismos/dia, preferentemente de aproximadamente 108 a
aproximadamente 10?2 UFC de microorganismos/dia.

UFC significa "unidades formadoras de colonias". Por 'soporte' se refiere al producto alimenticio, al suplemento
dietético o al soporte farmacéuticamente aceptable.

Cuando las Bifidobacterias se usan en la presente invencion junto con las Lactobacilli, las bacterias pueden estar
presentes en cualquier proporcion capaz de lograr los efectos deseados de la invencion descrita en el presente
documento. Normalmente, la proporcion de Bifidobacteria frente a Lactobacilli (medida en términos de unidades
formadoras de colonias) esta en el intervalo de 1:100 a 100:1, convenientemente 1:50 a 50:1, preferentemente 1:20
a 20:1, mas preferentemente 1:10 a 10:1, aun mas preferentemente de 1:5 a 5:1, todavia mas preferentemente 1:3 a
3:1 e incluso mas preferentemente 1:2 a 2:1 y lo mas preferentemente 1:1,5 a 1,5:1. En un ejemplo particular, la
proporcion de Bifidobacteria frente a Lactobacilli es 1:1.

En particular, cuando las bacterias de Bifidobacteria animalis subesp. lactis cepa 420 (B420) se usan en la presente
invencién junto con las bacterias Lactobacillus acidophilus cepa NCFM, las bacterias pueden estar presentes en
cualquier proporcion capaz de lograr los efectos deseados de la invencién descrita en el presente documento.
Normalmente, la proporcion de Bifidobacteria animalis subesp. lactis cepa 420 frente a Lactobacillus acidophilus
cepa NCFM (medida en términos de unidades formadoras de colonias) esta en el intervalo de 1:100 a 100:1,
convenientemente 1:50 a 50:1, preferentemente 1:20 a 20:1, mas preferentemente 1:10 a 10:1, adn mas
preferentemente de 1:5 a 5:1, todavia mas preferentemente 1:3 a 3:1 e incluso mas preferentemente 1:2 a 2:1 y lo
mas preferentemente 1:1,5 a 1,5:1. En un ejemplo particular, la proporcion de Bifidobacteria animalis subesp. lactis
cepa 420 frente a Lactobacillus acidophilus cepa NCFM es 1:1.

Sujetos / Indicaciones médicas

Las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) a las que se refiere la presente invencion se administran a un
mamifero, incluyendo por ejemplo ganado (que incluye vacas, caballos, cerdos, gallinas y ovejas), y seres humanos.
En algunos aspectos de la presente invencién, el mamifero es un animal de compafiia (incluyendo mascotas), tal
como un perro o un gato, por ejemplo. En algunos aspectos de la presente invencion, el sujeto puede ser de forma
adecuada un ser humano.

Las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) a las que se refiere la presente invencion pueden ser
adecuadas para el tratamiento de una serie de enfermedades o afecciones en mamiferos (en particular, seres
humanos). En la presente memoria descriptiva, el término "tratamiento" o "tratar" se refiere a cualquier
administracion de las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) de acuerdo con la presente invencion e
incluye: (1) evitar que la enfermedad especificada tenga lugar en un mamifero que puede estar predispuesto a la
enfermedad pero que todavia no experimenta o presenta la patologia o la sintomatologia de la enfermedad
(incluyendo la prevencién de uno o mas factores de riesgo asociados con la enfermedad); (2) inhibir la enfermedad
en un mamifero que esta experimentando o presentando la patologia o la sintomatologia de la enfermedad (es decir,
detener el desarrollo adicional de la patologia y/o de la sintomatologia), o (3) aliviar la enfermedad en un mamifero
que estd experimentando o presentando la patologia o la sintomatologia de la enfermedad (es decir, revertir la
patologia y/o la sintomatologia).
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Las Bifidobacteria a las que se refiere la presente invencion son adecuadas para la administracion a mamiferos
tanto diabéticos como obesos. También podrian ser adecuados para mamiferos diabéticos y no obesos, asi como
para mamiferos obesos que tienen factores de riesgo de diabetes, pero que todavia no son diabéticos. Este aspecto
se trata a continuacion con mas detalle.

En particular, el uso de las Bifidobacteria de acuerdo con la presente invencion es adecuado para el tratamiento de
mamiferos que ingieren una dieta alta en grasas. Este aspecto se trata a continuacién con mas detalle.

Tal como se describe en mas detalle en los ejemplos a continuacion, las Bifidobacteria usadas en la presente
invencién tienen una serie de actividades biolégicas. En particular, las Bifidobacteria usadas en la presente
invencién son capaces de normalizar la sensibilidad a la insulina, aumentar la secreciéon de insulina sin ayunas,
reducir la secrecidon de insulina en ayunas, mejorar la tolerancia a la glucosa en un mamifero. Estos efectos
confieren el potencial para su uso en el tratamiento de la diabetes y de las afecciones relacionadas con la diabetes
(en particular, diabetes de tipo 2 y tolerancia alterada a la glucosa).

En particular, tal como se describe en mas detalle en los ejemplos a continuacion, las Bifidobacteria usadas en
combinacién con las bacterias de Lactobacillus (en particular, bacterias de Lactobacillus acidophilus) de acuerdo con
la presente invencion tienen una serie de actividades biolégicas. En particular, las Bifidobacteria usadas en la
presente invencién son capaces de aumentar la secrecion de insulina sin ayunas y de mejorar la tolerancia a la
glucosa en un mamifero. Estos efectos confieren el potencial para su uso en el tratamiento de la diabetes y de las
afecciones relacionadas con la diabetes (en particular, diabetes de tipo 2 y tolerancia alterada a la glucosa).

En la presente memoria descriptiva, el término 'diabetes' incluye todas las formas de diabetes que, tal como se ha
sefialado anteriormente, se caracterizan por un trastorno metabdlico y azicar en sangre andémalamente alto
(hiperglucemia) que es resultado de niveles insuficientes de la hormona insulina. El término, por lo tanto, incluye la
diabetes de tipo 1, la diabetes de tipo 2, la diabetes gestacional y la tolerancia alterada a la glucosa. La diabetes de
tipo 1 se caracteriza por la pérdida de las células beta productoras de insulina de los islotes de Langerhans en el
pancreas, lo que lleva a una deficiencia de insulina. La diabetes mellitus de tipo 2 se caracteriza por la resistencia a
la insulina o sensibilidad reducida a la insulina, combinada con la secrecién reducida de insulina. La diabetes
gestacional formalmente se define como "cualquier grado de intolerancia a la glucosa con aparicion o primer
reconocimiento durante el embarazo". La tolerancia alterada a la glucosa (TAG) es un estado prediabético de
disglucemia que se asocia con la resistencia a la insulina y el elevado riesgo de patologia cardiovascular. De
acuerdo con los criterios de la Organizacidon Mundial de la Salud y la Asociacion Americana de Diabetes, la
tolerancia alterada a la glucosa se define como los niveles de glucosa de 140 a 199 mg por dl (7,8 a 11,0 mmol) a
las dos horas tras la prueba de tolerancia a la glucosa oral de 75 g. Se dice que un paciente tiene la afeccion de
TAG cuando él/ella tiene un nivel de glucosa elevado de manera intermedia tras 2 horas, pero menos de lo que lo
calificaria como diabetes mellitus de tipo 2. La glucosa en ayunas puede ser o normal o bien moderadamente
elevada. La TAG puede preceder a la diabetes mellitus de tipo 2 por muchos afios. La TAG también es un factor de
riesgo de mortalidad.

Ademas, las Bifidobacteria usadas en la presente invencién son capaces de inducir pérdida de peso y de reducir la
masa de la grasa corporal (en particular, la masa de grasa mesentérica). Estos efectos confieren el potencial para su
uso en el tratamiento de la obesidad y el control de la ganancia de peso y/o la induccién de pérdida de peso en un
mamifero.

En particular, tal como se describe en mas detalle en los ejemplos a continuacion, las Bifidobacteria usadas en
combinacién con las bacterias de Lactobacillus (en particular, las bacterias de Lactobacillus acidophilus) de acuerdo
con la presente invencion son capaces de inducir la pérdida de peso y de reducir la masa de grasa corporal (en
particular, la masa de grasa mesentérica). Estos efectos confieren el potencial para su uso en el tratamiento de la
obesidad y el control de la ganancia de peso y/o la induccion de pérdida de peso en un mamifero.

En la presente memoria descriptiva, el término obesidad esta ligado al indice de masa corporal (IMC). El indice de
masa corporal (IMC) (calculado como el peso en kilogramos dividido entre el cuadrado de la altura en metros) es la
medicién mas comunmente aceptada para el sobrepeso y/o la obesidad. Un IMC que supera el 25 se considera
sobrepeso. Se define la obesidad como un IMC de 30 o mas, con un IMC de 35 o mas considerado como obesidad
de comorbilidad grave y un IMC de 40 o mas considerado obesidad mérbida.

Tal como se ha sefialado anteriormente, el término "obesidad", tal y como se usa en el presente documento incluye
obesidad, obesidad de comorbilidad y obesidad moérbida. Por lo tanto, el término "obeso" tal como se usa en el
presente documento se puede definir como un sujeto que tiene un IMC de mas de o igual a 30. En algunas
realizaciones, de manera adecuada, un sujeto obeso puede tener un IMC de mas de o igual a 30, de manera
adecuada 35, de manera adecuada 40.

Aunque la composicion de la invencion es particularmente adecuada para su uso en pacientes que son tanto

diabéticos como obesos, la composicion también es adecuada para aquellos que son diabéticos pero no obesos.
También puede ser adecuada para su uso en pacientes obesos que tienen factores de riesgo de diabetes, pero que
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todavia no son diabéticos, ya que se podria esperar que una persona obesa (pero no diabética), podria limitar las
consecuencias metabodlicas de su obesidad, es decir, la diabetes o al menos el desarrollo de la resistencia a la
insulina.

Ademas, las Bifidobacteria usadas en la presente invencién se pueden usar para el tratamiento del sindrome
metabodlico en un mamifero. El sindrome metabdlico es una combinacién de trastornos médicos que aumentan el
riesgo de desarrollo de una enfermedad cardiovascular y diabetes. El sindrome metabdlico también se conoce como
sindrome X metabdlico, sindrome X, sindrome de resistencia a la insulina, sindrome de Reaven y CHAOS
(Australia).

Actualmente no hay una Unica definicién aceptada de sindrome metabdlico. Los criterios de la Organizacion Mundial
de la Salud (1999) requieren la presencia de diabetes mellitus, tolerancia alterada a la glucosa, glucosa en ayunas
alterada o resistencia a la insulina, Y dos de las siguientes:

presion arterial: = 140/90 mm de Hg

dislipidemia: triglicéridos (TG): = 1,695 mmol/l colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDL-C) < 0,9 mmol/l
(hombres), < 1,0 mmol/l (mujeres)

obesidad central: proporcion cintura:cadera > 0,90 (hombres); > 0,85 (mujeres), y/o indice de masa corporal > 30
kg/m?

proporcion de microalbuminuria: excrecion de albumina urinaria = 20 mg/min o proporcién albumina: creatinina =
30 mg/g.

El Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (1999) requiere que resistencia a la insulina se
defina como el 25% mas alto de los valores de insulina en ayunas entre personas no diabéticas Y dos o mas de los
siguientes:

obesidad central: circunferencia de la cintura = 94 cm (hombres), = 80 cm (mujeres)

dislipidemia: TG = 2,0 mmol/l y/o HDL-C < 1,0 mg/dl o tratado para la dislipidemia

hipertension: presion arterial 2 140/90 mm de Hg o glucosa en plasma en ayunas con medicacion
antihipertensiva = 6,1 mmol/|

El Ill Panel de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol de los Estados
Unidos (NCEP) (2001) requiere al menos tres de los siguientes:

obesidad central: circunferencia de la cintura = 102 cm o 40 pulgadas (hombres), = 88 cm o 36 pulgadas
(mujeres)

dislipidemia: TG = 1,695 mmol/l (150 mg/dl)

dislipidemia: HDL-C < 40 mg/dl (hombres), < 50 mg/dl (mujeres)

presion arterial = 130/85 mm de Hg

glucosa en plasma en ayunas = 6,1 mmol/l (110 mg/dl)

En realizaciones adicionales, la Bifidobacteria (y, si esta presente, la Lactobacilli) usada en la presente invencion se
puede usar para reducir la inflamacion de tejidos (particularmente, aunque no exclusivamente, la inflamacién de
tejidos hepaticos, la inflamacién de tejidos musculares y/o la inflamacion de tejidos adiposos) en un mamifero.

En una realizacién, la Bifidobacteria (y, si esta presente, la Lactobacilli) usada en la presente invencion se puede
utilizar para reducir la inflamacion de tejido hepatico. Esto confiere el potencial para la aplicacion de la bacteria en el
tratamiento de la hepatitis, que se caracteriza por la destruccion de una serie de células hepaticas y la presencia de
células inflamatorias en el tejido hepatico.

La hepatitis se puede dividir en dos subgrupos segun su duracién: hepatitis aguda (que dura menos de seis meses)
y hepatitis cronica (que dura mas de seis meses). La hepatitis también se puede clasificar segun su causa: por
ejemplo, la hepatitis puede comprender hepatitis virica infecciosa (tal como hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C,
hepatitis D y hepatitis E), hepatitis causada por otras enfermedades viricas (tal como mononucleosis y
citomegalovirus), hepatitis causada por infecciones bacterianas o infecciones por amebas graves, hepatitis causada
por medicinas, hepatitis causada por toxinas tales como alcohol, hepatitis autoinmunitaria (en la que una serie de
células hepaticas son destruidas por el propio sistema inmunitario del paciente) y hepatitis causada por trastornos
metabolicos congénitos tales como enfermedad de Wilson (trastorno del metabolismo del cobre del cuerpo) y
hemocromatosis (trastorno del metabolismo del hierro del cuerpo).

En una realizacion, la Bifidobacteria (y, si esta presente, la Lactobacilli) usada en la presente invencion se puede
usar para reducir la inflamacion de tejidos musculares. Esto confiere el potencial para la aplicacion de la bacteria en
el tratamiento de la miositis, en la que las fibras musculares y la piel se inflaman y se dafian, lo que da como
resultado debilidad muscular.
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Existen varios tipos de miositis que afectan a diferentes partes del cuerpo. Las formas particulares de miositis
tratables de acuerdo con la presente invencion incluyen: polimiositis (PM) (en la que los musculos en muchas partes
del cuerpo, y especialmente aquellas partes mas proximas al tronco, se inflaman); dermatomiositis (DM) (que afecta
tanto a las fibras musculares como a la piel dafiando capilares que suministran sangre al musculo y la piel), miositis
de cuerpos de inclusién (IBM), que se caracteriza por el debilitamiento gradual de los musculos por todo el cuerpo,
incluidas las mufiecas o los dedos, el desarrollo de disfagia y la atrofia de los antebrazos y/o musculos de los
muslos; y miositis juvenil (JM), que conlleva debilidad muscular, sarpullido cutaneo y disfagia en nifios.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que la Bifidobacteria (y, si esta presente, la
Lactobacilli) a las que la presente invencion se refiere son capaces de reducir la inflamacién de tejidos adiposos en
mamiferos. Existe evidencia epidemiolégica en la bibliografia que muestra una relacion estadistica entre la
inflamacion, la obesidad y la resistencia a la insulina en seres humanos (Cani et al., Diabetes, 2007, 56, 1761-1772,
y referencias citadas en él). Por tanto, este hallazgo confiere el potencial para que la Bifidobacteria (y, si esta
presente, la Lactobacilli) sean utiles en el tratamiento de la obesidad, la diabetes y afecciones relacionadas,
enfermedades metabdlicas y consecuencias cardiovasculares en mamiferos.

Segun Berg y Scherer, Circulation Research, 2005, 96, 939, las evidencias recientes resaltan el papel del tejido
adiposo en el desarrollo de un estado inflamatorio sistémico que contribuye al riesgo cardiovascular y de
vasculopatia asociados con la obesidad. Los mediadores en circulacion de la inflamaciéon participan en los
mecanismos de lesién vascular y cambio ateromatoso, y muchas de estas proteinas inflamatorias se secretan
directamente a partir de adipocitos y macréfagos procedentes de tejido adiposo. Se han identificado varios factores
que relacionan la obesidad con un mayor riesgo cardiovascular. La proteina secretora especifica de adipocitos
adiponectina es un candidato particularmente prometedor en este contexto. Sus niveles se reducen en la obesidad.

La supresion dirigida de varias cascadas proinflamatorias en adipocitos representa especificamente una nueva
oportunidad terapéutica para el area de enfermedades cardiovasculares. Por tanto, se esperaria que la supresion de
la inflamacion del tejido adiposo proporcione un beneficio terapéutico en el tratamiento de las enfermedades
cardiovasculares.

Algunos ejemplos de enfermedades cardiovasculares tratables mediante el uso de la Bifidobacteria (y, si esta
presente, la Lactobacill) de acuerdo con la presente invencién incluyen aneurisma, angina, ateroesclerosis,
accidente cerebrovascular (ictus), enfermedad cerebrovascular, insuficiencia cardiaca congestiva (CHF),
enfermedad de las arterias coronarias, infarto de miocardio (ataque cardiaco) y enfermedad vascular periférica.

Un aneurisma es una dilatacion llena de sangre localizada (protuberancia en forma de globo) de un vaso sanguineo
causada por enfermedad o debilitamiento del vaso sanguineo. Los aneurismas ocurren generalmente en las arterias
en la base del cerebro (el circulo de Willis) y en la aorta (la arteria principal que sale del corazén, un denominado
aneurisma aoértico). A medida que el tamafio de un aneurisma aumenta, existe un riesgo mayor de rotura, que
puede dar como resultado una hemorragia grave u otras complicaciones que incluyen la muerte subita.

La angina pectoris, cominmente conocida como angina, es un dolor agudo de pecho debido a la isquemia (una falta
de sangre y, por tanto, de suministro de oxigeno) del musculo cardiaco, generalmente debido a una obstruccion o
espasmo de las arterias coronarias (los vasos sanguineos del corazén). La enfermedad de las arterias coronarias, la
principal causa de angina, se debe a la ateroesclerosis de las arterias cardiacas.

La ateroesclerosis es la afeccién en la que una pared arterial se engrosa como resultado de una acumulacion de
materiales grasos tales como colesterol. Es un sindrome que afecta los vasos sanguineos arteriales. Es una
respuesta inflamatoria crénica en las paredes de las arterias, en gran parte debida a la acumulaciéon de glébulos
blancos macrofagos y promovida por lipoproteinas (proteinas plasmaticas que transportan colesterol y triglicéridos)
de baja densidad (especialmente particulas de pequefio tamaio) sin una eliminacién adecuada de las grasas vy el
colesterol de los macréfagos por parte de las lipoproteinas de densidad elevada (HDL) funcionales. Se denomina
comunmente endurecimiento u obstruccion de las arterias. Esta causada por la formacién de multiples placas dentro
de las arterias.

Un ictus es la pérdida de funcion o funciones cerebrales que se desarrolla rdpidamente debido a una interrupcién en
el suministro de sangre al cerebro. Esto puede deberse a isquemia (falta de suministro sanguineo) provocada por
una trombosis o embolismo o debido a una hemorragia. Como resultado, el area afectada del cerebro no puede
funcionar, lo que da lugar a la incapacidad para mover uno o mas miembros en un lado del cuerpo, incapacidad para
comprender o formular un discurso o para ver un lado del campo visual y, en Ultima instancia, a la muerte.

La enfermedad cerebrovascular es un grupo de disfunciones cerebrales relacionadas con la enfermedad de los
vasos sanguineos que suministran al cerebro. La hipertension es la causa mas importante que dafa el endotelio que
recubre los vasos sanguineos, con lo cual expone el colageno subyacente donde las plaquetas se agregan para
iniciar un proceso de reparacion que no siempre es completo y perfecto. La hipertensién sostenida cambia
permanentemente la arquitectura de los vasos sanguineos al volverlos estrechos, rigidos, deformados e irregulares,
que son mas vulnerables a las fluctuaciones en la presién sanguinea. Una caida en la presién sanguinea durante el
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suefio puede dar lugar a una reduccion pronunciada en el flujo sanguineo en los vasos sanguineos estrechados, lo
que da lugar a un ictus isquémico por la mafana, mientras que un aumento repentino en la presion sanguinea
puede causar un desgarro de los vasos sanguineos, lo que da lugar a una hemorragia intracraneal durante la
excitacion durante el dia. Principalmente, las personas que son mayores, diabéticas, fumadoras o tienen
enfermedades cardiacas isquémicas, tienen enfermedades cerebrovasculares. Todas las enfermedades
relacionadas con la disfuncién arterial se pueden clasificar en una enfermedad tan conocida como la enfermedad
macrovascular. Este es un estudio simplista por el cual las arterias son bloqueadas por depésitos grasos o por un
coagulo sanguineo. Los resultados de la enfermedad cerebrovascular pueden incluir un ictus o incluso en ocasiones
un ictus hemorragico. La isquemia u otras disfunciones de los vasos sanguineos pueden afectar a una persona
durante un accidente cerebrovascular.

Insuficiencia cardiaca es una expresion global para el estado fisiologica en el que el rendimiento cardiaco es
insuficiente para las necesidades del cuerpo. Esto puede ocurrir cuando el rendimiento cardiaco es bajo (a menudo
denominado “insuficiencia cardiaca congestiva”). Las causas comunes de la insuficiencia cardiaca incluyen el infarto
de miocardio y otras formas de enfermedad cardiaca isquémica, hipertension, enfermedad cardiaca valvular y
cardiomiopatia.

Enfermedad coronaria (o enfermedad cardiaca coronaria) se refiere a la incapacidad de la circulacién coronaria para
suministrar una circulacion adecuada al musculo cardiaco y tejido circundante. Generalmente, se equipara con la
enfermedad de las arterias coronarias ateroesclerética, pero la enfermedad coronaria se puede deber a otras causas
tales como un vasoespasmo coronario. Es posible que la estenosis esté causada por el espasmo.

El infarto de miocardio, comunmente conocido como ataque cardiaco, tiene lugar cuando el suministro de sangre a
una parte del corazon se ve interrumpido, lo que provoca la muerte de algunas células cardiacas. Esto se debe
generalmente a la oclusion (bloqueo) de una arteria coronaria tras la rotura de una placa ateroesclerética vulnerable,
que es un conjunto inestable de lipidos (como colesterol) y glébulos blancos (especialmente macrofagos) en la
pared de una arteria. La isquemia resultante (restriccion en el suministro sanguineo) y escasez de oxigeno, si no se
tratan durante un periodo suficiente de tiempo, pueden provocar dafio y/o muerte (infarto) del tejido muscular
cardiaco (miocardio).

La enfermedad vascular periférica (PVD), también conocida como enfermedad arterial periférica (PAD) o
enfermedad oclusiva arterial periférica (PAOD) incluye todas las enfermedades causadas por la obstruccion de
arterias de gran tamafo en los brazos y las piernas. La PVD puede originarse a partir de la ateroesclerosis,
procesos inflamatorios que dan lugar a estenosis, un embolismo o formacién de un trombo. Provoca isquemia (falta
de suministro sanguineo) aguda o crénica, habitualmente de las piernas.

Dieta

Tal como se ha sefialado anteriormente, los mamiferos diabéticos y/u obesos tratados con bacterias de acuerdo con
la presente invencion pueden ingerir una dieta alta en grasas mientras mitigan las consecuencias metabolicas de
su(s) afeccion(es). En la presente memoria descriptiva, el término 'dieta alta en grasas' se refiere a una dieta que
generalmente contiene al menos el 20 %, preferentemente al menos el 25 %, tal como al menos el 30%, por
ejemplo, al menos el 35 %, tal como al menos el 40 %, por ejemplo, al menos el 45 %, tal como al menos el 50 %,
por ejemplo, al menos el 55 %, tal como al menos el 60 %, por ejemplo, al menos el 65 %, tal como al menos el 70
%, por ejemplo, al menos el 75 %, tal como al menos el 80 %, por ejemplo, al menos el 85 %, tal como al menos el
90 % de calorias de la grasa.

En algunas realizaciones, los mamiferos tratados con bacterias de acuerdo con la presente invencion pueden ingerir
una dieta baja en hidratos de carbono durante el trascurso del tratamiento. En la presente memoria descriptiva, la
expresion 'la dieta baja en hidratos de carbono' se refiere a una dieta que generalmente no contiene mas del 50 %,
tal como no mas del 45 %, por ejemplo no mas del 40 %, tal como no mas del 35 %, por ejemplo no mas del 30 %,
tal como no mas del 25 %, por ejemplo no mas del 20 %, tal como no mas del 15 %, por ejemplo no mas del 10 %,
tal como no mas del 5 %, por ejemplo no mas del 2 %, tal como no mas del 1 %, por ejemplo no mas del 0,5 %, tal
como no mas del 0,2 % de calorias de los hidratos de carbono.

Composiciones

Aunque es posible administrar las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) solo de acuerdo con la
presente invencion (es decir, sin ningun soporte, diluyente o excipiente), las Bifidobacteria (y, si esta presente, las
bacterias Lactobacilli) normalmente y preferentemente se administran sobre o dentro de un soporte como parte de
un producto, en particular, como un componente de un producto alimenticio, un suplemento dietético o una
formulacion farmacéutica. Estos productos tipicamente contienen componentes adicionales bien conocidos para los
expertos en la materia.

Cualquier producto que se puede beneficiar de la composicion de puede usar en la presente invencién. Estos
incluyen, pero no se limitan a alimentos, particularmente conservas de frutas y productos lacteos y productos
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derivados de productos lacteos, y productos farmacéuticos. Las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli)
se pueden citar en el presente documento como "la composicién de la presente invencién" o "la composicion”.

Alimentos

En una realizacion, las Bifidobacteria (y, si esta presente, las bacterias de Lactobacilli) se emplean de acuerdo con
la invencion en un producto alimenticio tal como un suplemento alimenticio, una bebida o un polvo a base de leche.
En el presente documento, el término "alimento" se usa en sentido amplio y abarca alimentos para seres humanos
asi como alimentos para animales (es decir, un pienso). En un aspecto preferente, el alimento es para el consumo
humano.

El alimento puede estar en la forma de una solucion o como un sdlido, en funcién del uso y/o del modo de aplicacion
y/o del modo de administraciéon.

Cuando se usa como, o en la preparaciéon de, un alimento, tal como un alimento funcional, la composicion de la
presente invencién se puede usar en conjunto con uno o mas de: un vehiculo nutricionalmente aceptable, un
diluyente nutricionalmente aceptable, un excipiente nutricionalmente aceptable, un adyuvante nutricionalmente
aceptable, un principio activo nutricionalmente aceptable.

A modo de ejemplo, la composicion de la presente invencion se puede usar como un ingrediente para bebidas sin
alcohol, un zumo de frutas o una bebida que comprenda proteina del suero, tés sanos, bebidas de cacao, bebidas
de leche y bebidas de bacterias del acido lactico, yogur y yogur para beber, queso, helado, polos y postres,
confiteria, bizcochos y mezclas para pasteles, aperitivos, alimentos y bebidas equilibrados, rellenos de frutas,
glaseado de tartas, relleno de reposteria de chocolate, relleno de sabor a tarta de queso, relleno de tartas de sabor a
fruta, glaseado de pastel y de rosquillas, cremas instantaneas de relleno para reposteria, rellenos para galletas,
relleno de reposteria listo para usar, relleno bajo en calorias, bebida nutricional para adultos, bebida acidificada de
soja/zumo, bebida de chocolate aséptica/esterilizada en el envase, mezclas de frutos secos, polvos de bebidas,
chocolate con leche y soja enriquecido en calcio, bebida de café enriquecida en calcio.

La composicion se puede usar adicionalmente como un ingrediente en productos alimenticios tales como salsa de
queso americana, agente antiaglomerante para queso rallado y triturado, salsa para nachos, queso de crema, crema
agria sin grasa para poner encima de postres, crema de leche para postres para congelar/descongelar, topping para
postres estable a congelacion/descongelacion, queso cheddar natural ligero y bajo en grasas, yogur estilo suizo bajo
en grasas, y postres congelados aireados, helado de consistencia compacta, helado de consistencia compacta con
etiqueta de confianza y precio asequible, helado de consistencia cremosa, salsa barbacoa, salsa de queso para
nachos, aderezo de requeson, mezcla seca de salsa Alfredo, salsa de mezcla de quesos, salsa de mezclas de
tomate y otros.

El término "producto lacteo" tal como se usa en el presente documento se refiere a que incluye un medio que
comprende leche de origen animal y/o vegetal. Como leche de origen animal se puede mencionar la de las vacas, la
de las ovejas, la de las cabras o la de los bufalos. Como leche de origen vegetal se puede mencionar cualquier
sustancia fermentable de origen vegetal que se puede usar de acuerdo con la invencion, en particular, originaria de
la soja, del arroz o de los cereales.

Aun mas preferentemente, el producto alimenticio empleado de acuerdo con la invencién es una leche fermentada o
leche humanizada.

Para determinados aspectos, preferentemente la presente invencion se puede usar en conexion con la produccion
de yogur, tal como bebida de yogur fermentado, yogur, yogur bebible, queso, crema fermentada, postres a base de
leche y oftros.

De manera adecuada, la composicion se puede usar adicionalmente como un ingrediente en una o mas aplicaciones
de queso, aplicaciones de carne o aplicaciones que comprenden cultivos protectores.

La presente invencidon también proporciona un método un alimento o un producto alimenticio, comprendiendo el
método la mezcla de la composicion de acuerdo con la presente invencion con otro ingrediente alimenticio.

Ventajosamente, la presente invencion se refiere a productos que se han puesto en contacto con la composicion de
la presente invencion (y opcionalmente con otros componentes/ingredientes), en los que se usa la composicion en
una cantidad que es capaz de mejorar los beneficios nutritivos y/o saludables del producto.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "en contacto" se refiere a la aplicacion indirecta o directa
de la composicion de la presente invencién al producto. Los ejemplos de los métodos de aplicacion que se pueden
usar, incluyen, pero sin limitacién, el tratamiento del producto en un material que comprende la composicion, la
aplicacion directa mezclando la composicion con el producto, el pulverizado de la composicion sobre la superficie del
producto o impregnar el producto en una preparacion de la composicion.
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Cuando el producto de la invencién es un producto alimenticio, la composicion de la presente invencion
preferentemente se mezcla con el producto. Como alternativa, la composiciéon se puede incluir en la emulsioén o las
materias primas de un producto alimenticio. En una alternativa adicional, la composicion se puede aplicar como un
sazonador, un glaseado, una mezcla de colorantes y similares.

Para algunas aplicaciones, es importante que la composicion esté disponible en o sobre la superficie de un producto
para ser afectado/tratado. Esto permite que la composicion proporcione uno o mas de las siguientes caracteristicas
favorables: beneficios nutritivos y/o saludables.

Las composiciones de la presente invencion pueden utilizarse para intercalar, recubrir y/o impregnar un producto
con una cantidad controlada de un microorganismo.

Preferentemente, la composicién se usa para fermentar leche o leche enriquecida en sacarosa o medio lactico con
sacarosa y/o maltosa en donde el medio resultante que contiene todos los componentes de la composicion, es decir,
dicho microorganismo de acuerdo con la presente invencion, se puede afadir como un ingrediente a la leche de
yogur en concentraciones adecuadas, tal como por ejemplo en concentraciones en el producto final que ofrezcan
una dosis diaria de 108-10" ufc. EI microorganismo de acuerdo con la presente invencion se puede usar antes o
después de la fermentacion del yogur.

Para algunos aspectos, los microorganismos de acuerdo con la presente invencion se usan como, o en la
preparacion de, piensos para animales, tales como piensos de ganado, en particular, piensos de aves de corral
(tales como gallinas) o alimento para mascotas.

Ventajosamente, cuando el producto es un producto alimenticio, las Bifidobacteria (y, si esta presente, las
Lactobacilli) deberian permanecer eficaz hasta la fecha normal de "limite de venta" o de "caducidad", periodo
durante el cual el producto alimenticio se ofrece a la venta por el minorista.

Preferentemente, el tiempo eficaz deberia sobrepasar tales fechas hasta el periodo de frescura normal, cuando el
deterioro del alimento se hace evidente. La duracion deseada y la vida util normal variaran de un alimento a otro y
los expertos en la materia reconoceran que los tiempos de vida util variaran segun el tipo de producto alimenticio, el
tamano del producto alimenticio, las temperaturas del almacenamiento, las condiciones del procesamiento, el
material de envasado y el equipo de envasado.

Ingrediente alimenticio

La composicion de la presente invencion se puede usar como ingrediente alimenticio y/o ingrediente para piensos.
Tal como se usa en el presente documento, la expresion "ingrediente alimenticio" o "ingrediente para piensos"
incluye una formulacion que esta o se puede afadir a alimentos funcionales o a productos alimenticios como

suplemento nutricional.

El ingrediente alimenticio puede estar en a forma de una solucién o como un sélido, en funcién del uso y/o del modo
de aplicacién y/o del modo de administracion.

Suplementos alimenticios

La composicién de la presente invencion puede estar - o se puede afiadir a - los suplementos alimenticios (también
citados en el presente documento como suplementos dietéticos).

Alimentos funcionales

La composicion de la presente invencién puede estar o se puede aiadir a alimentos funcionales.

Tal como se usa en el presente documento, el término "alimento funcional" se refiere a un alimento que es capaz de
proporcionar no solo un efecto nutricional, sino que también es capaz de administrar un efecto beneficioso adicional
al consumidor.

Por consiguiente, los alimentos funcionales son alimentos comunes que tienen componentes o ingredientes (tales
como los descritos en el presente documento) incorporados a ellos que proporcionan al alimento una funcion
especifica, por ejemplo, un beneficio médico o fisioldgico que no sea un efecto puramente nutritivo.

Aunque no hay una definicion legal de un alimento funcional, la mayoria de las partes con un interés en este area

estan de acuerdo en que son alimentos comercializados que tienen efectos saludables especificos mas alla de los
efectos nutricionales basicos.
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Algunos alimentos funcionales son los nutracéuticos. En el presente documento, el término "nutracéutico" se refiere
a un alimento que es capaz de proporcionar no solo un efecto nutricional y/o una satisfaccion del gusto, sino que
también es capaz de administrar un efecto terapéutico (u otro beneficio) al consumidor. Los nutracéuticos cruzan las
lineas divisorias tradicionales entre los alimentos y las medicinas.

Medicamento

El término "medicamento” tal como se usa en el presente documento abarca medicamentos tanto para uso humano
como para uso animal en medicina humana y veterinaria. Ademas, el término "medicamento” tal como se usa en el
presente documento, se refiere a cualquier sustancia que proporciona un efecto terapéutico y/o beneficioso. El
término "medicamento” tal como se usa en el presente documento no se limita necesariamente a las sustancias que
requieren la aprobacion comercial, sino que pueden incluir sustancias que se pueden usar en cosmeéticos,
nutracéuticos, alimentos (incluyendo piensos y bebidas, por ejemplo), cultivos probidticos, y remedios naturales.
Ademas, el término "medicamento” tal como se usa en el presente documento, abarca un producto disefiado para la
incorporacion en piensos de animales, por ejemplo, pienso para ganado y/o alimento para mascotas.

Producto farmacéutico

La composicién de la presente invencién se puede usar como, o en la preparacién de, un producto farmacéutico. En
el presente documento, la expresion "producto farmacéutico" se usa en sentido amplio, y abarca productos
farmacéuticos para seres humanos, asi como productos farmacéuticos para animales (es decir, aplicaciones
veterinarias). En un aspecto preferente, el producto farmacéutico es para uso humano y/o para ganaderia.

El producto farmacéutico puede ser para fines terapéuticos, que pueden ser de naturaleza curativa o paliativa o
preventiva. El producto farmacéutico puede ser incluso para fines de diagnéstico.

Un soporte farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, un soporte en la forma de tabletas comprimidas,
comprimidos, capsulas, pomadas, supositorios y soluciones bebibles. Otras formas adecuadas se proporcionan a
continuacion.

Cuando se usa como, o en la preparacion de, un producto farmacéutico, la composicion de la presente invencion se
puede usar en conjunto con uno o mas de: un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un diluyente
farmacéuticamente aceptable, un excipiente farmacéuticamente aceptable, un adyuvante farmacéuticamente
aceptable, un principio farmacéuticamente activo.

El producto farmacéutico puede estar en la forma de una solucién o como un sélido, en funcién del uso y/o del modo
de aplicacién y/o del modo de administracion.

Las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) de la presente invencién se pueden usar como ingredientes
farmacéuticos. En el presente documento, la composicion puede ser el unico componente activo o puede ser al
menos uno de una serie (es decir, 2 0 mas) de componentes activos.

El ingrediente farmacéutico puede estar en la forma de una solucién o como un sélido, en funcién del uso y/o del
modo de aplicacion y/o del modo de administracion.

Las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) se pueden usar de acuerdo con la presente invencién en
cualquier forma adecuada, tanto solas como cuando estan presentes en una combinacién con otros componentes o
ingredientes. Las bacterias del acido lactico usadas en la presente invencidon se pueden citar en el presente
documento como "la composicion". Del mismo modo, las combinaciones que comprenden la composiciéon de la
presente invenciéon y otros componentes y/o ingredientes (es decir, ingredientes tales como ingredientes
alimenticios, ingredientes de alimentos funcionales o ingredientes farmacéuticos) se pueden usar en cualquier forma
adecuada.

Las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) se pueden usar de acuerdo con la presente invencién en la
forma de preparaciones sdlidas o liquidas o alternativas de las mismas. Los ejemplos de las preparaciones sélidas
incluyen, pero sin limitacion, comprimidos, capsulas, polvos finos, granulos y polvos que se pueden ser
humectables, secados por pulverizacion o liofilizados. Los ejemplos de las preparaciones liquidas incluyen, pero sin
limitacion, soluciones acuosas, organicas o acuosas-organicas, suspensiones y emulsiones.

Los ejemplos adecuados de formas incluyen uno o mas de: comprimidos, pildoras, capsulas, évulos, soluciones o
suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacion inmediata,
retardada, modificada, sostenida, pulsada o controlada.

A modo de ejemplo, si la composicion de la presente invencion se usa en una forma de comprimido, para su uso

como un ingrediente funcional, los comprimidos también pueden contener uno o mas de: excipientes tales como
celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina; agentes
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disgregantes tales como almidén (preferentemente almidén de maiz, de patata o de tapioca), glicolato sédico de
almidoén, croscarmelosa de sodio y determinados silicatos complejos; aglutinantes de granulacién tales como
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, gelatina y goma
arabiga; agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo y talco se
pueden incluir.

Los ejemplos de vehiculos nutricionalmente aceptables para su uso en la preparacion de las formas incluyen, por
ejemplo, agua, soluciones salinas, alcohol, silicona, ceras, gelatina de petrdleo, aceites vegetales, polietilenglicoles,
propilenglicol, liposomas, azucares, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, tensioactivos, acido
silicico, parafina viscosa, aceite esencial, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos
petroatricos, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, y similares.

Los excipientes preferidos para las formas incluyen lactosa, almidon, celulosa, azucar de la leche o polietilenglicoles
de alto peso molecular.

Para las suspensiones acuosa y/o elixires, la composicion de la presente invencion se puede combinar con diversos
agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o tintes, con emulsionates y/o agentes de suspension y
con diluyentes tales como agua, propilenglicol y glicerina y combinaciones de los mismos.

Las formas también pueden incluir capsulas de gelatina; capsulas de fibra, comprimidos de fibra, etc.; o incluso
bebidas de fibra.

Los ejemplos adicionales de la forma incluyen cremas. Para algunos aspectos, los microorganismos usados en la
presente invencién se pueden usar en productos farmacéuticos y/o cremas cosméticas tales como cremas solares o
y/o cremas de after-sun, por ejemplo.

En un aspecto, la composicién de acuerdo con la presente invencidon se puede administrar en un aerosol, por
ejemplo, a modo de un pulverizador nasal, por ejemplo para la administracién al tracto respiratorio.

Combinaciones

La composicién de la presente invencion puede contener adicionalmente uno o mas prebioticos. Los prebidticos son
una categoria de alimento funcional, definido como ingredientes alimenticios no digeribles que afectan de manera
beneficiosa al hospedador estimulando de manera selectiva el crecimiento y/o la actividad de una o un numero
limitado de bacterias (en particular, aunque no en exclusiva, probidticos, Bifidobacteria y/o bacterias del acido
lactico) en el colon vy, por lo tanto, mejoran la salud del hospedador. Normalmente, los prebiéticos son hidratos de
carbono (tales como oligosacaridos), pero la definicién no excluye a los no hidratos de carbono. Las formas mas
prevalentes de prebiéticos se clasifican nutricionalmente como fibra soluble. Hasta cierto punto, muchas formas de
fibra dietética presentan algun nivel de efecto prebiético.

En una realizaciéon, un prebidtico es un ingrediente fermentado de manera selectiva que permite cambios
especificos, en la composicién y/o en la actividad en la microflora gastrointestinal que confiere beneficios al
bienestar y la salud del hospedador.

De manera adecuada, el prebidtico se puede usar de acuerdo con la presente invencion en una cantidad de 0,01 a
100 g/dia, preferentemente, de 0,1 a 50 g/dia, mas preferentemente de 0,5 a 20 g/dia. En una realizacion, el
prebidtico se puede usar de acuerdo con la presente invencion en una cantidad de 1 a 100 g/dia, preferentemente,
de 2 a 9 g/dia, mas preferentemente de 3 a 8 g/dia. En otra realizacion, el prebidtico se puede usar de acuerdo con
la presente invencidn en una cantidad de 5 a 50 g/dia, preferentemente, de 10 a 25 g/dia.

Los ejemplos de fuentes dietéticas de prebidticos incluyen la soja, fuentes de inulina (tales como la alcachofa de
Jerusalén, la jicama y la raiz de chicoria), avena cruda, trigo sin refinar, cebada sin refinar y yacon.

Los ejemplos de los prebidticos adecuados incluyen alginato, xantano, pectina, goma garrofin (LBG), inulina, goma
guar, galacto-oligosacarido (GOS), fructo-oligosacarido (FOS), polidextrosa (es decir, Litesse®), lactitol,
lactosacarosa, oligosacaridos de soja, isomaltulosa (Palatinose™), isomalto-oligosacaridos, gluco-oligosacaridos,
xilo-oligosacaridos, manno-oligosacaridos, beta-glucanos, celobiosa, rafinosa, gentiobiosa, melibiosa, xilobiosa,
ciclodextrinas, isomaltosa, trehalosa, estaquiosa, panosa, pululano, verbascosa, galactomannanos, y todas las
formas de almidones resistentes. Un ejemplo particularmente preferido de un prebidtico es polidextrosa.

En algunas realizaciones, una combinacién de bacterias de Bifidobacterium (y, si estd presente, de Lactobacillus) y
de prebidticos de acuerdo con la presente invencion presenta un efecto sinérgico en determinadas aplicaciones (es
decir, un efecto que es mayor que el efecto aditivo de las bacterias cuando se usan por separado). Sin pretender
quedar ligados a teoria alguna, se cree que tal combinacién es capaz de estimular de manera selectiva el
crecimiento y/o la actividad de las bacterias Bifidobacteria (y si esta presente, las Lactobacilli) en el colon y, por lo
tanto, mejoran la salud del hospedador.
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En una realizacion, las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) se pueden usar de acuerdo con la
presente invencién en combinacion con uno o mas farmacos antidiabetes. Los ejemplos de los farmacos
antidiabetes orales que se pueden usar en tal combinacién incluyen las biguanidas (tales como metformina),
sulfonilureas (tales como carbutamida, clorpropamida, glibenclamida (Glyburide™), gliclazida, glimepirida, glipizida,
gliquidona, tolazamida o tolbutamida), inhibidores de alfa-glucosidasa (tales como acarbosa, miglitol o voglibosa),
tiazolidinodionas (TZD) (tales como pioglitazona, rivoglitazona o rosiglitazona), meglitinidas (tales como nateglinida,
repaglinida o mitiglinida), inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) (tales como alogliptina, saxagliptina,
sitagliptina o vildagliptina), analogos del péptido 1 de tipo glucagoén (tales como exenatida, liraglutida, o albiglutida),
analogos de amilina (tales como pramlintida), analogos de insulina de accion rapida (tal como insulina lispro, insulina
asparta e insulina glulisina), analogos de insulina de accién prolongada (tal como insulina glargina, insulina detemir),
agonistas de PPAR dual (tal como aleglitazar) e inhibidores de SGLT2 (tales como dapagliflozina, remogliflozina y
sergliflozina). Un ejemplo particularmente preferido es metformina.

La dosificacion, el modo de administracion y la formulacion de los farmacos antidiabetes anteriores para su uso en la
combinacién de la presente invencidon seran facilmente evidentes para un experto en la materia. De manera
adecuada, el farmaco antidiabetes se puede usar de acuerdo con la presente invencion en una cantidad de 1 ug a
10 g / dia, preferentemente de 10 ug a 5 g / dia, mas preferentemente de 0,1 mg a 2 g / dia. En una realizacion, el
farmaco antidiabetes se puede usar de acuerdo con la presente invenciéon en una cantidad de 1 mg a 1 g / dia,
preferentemente, de 5 a 500 mg / dia.

En una realizacion, las Bifidobacteria (y, si esta presente, las Lactobacilli) se pueden usar de acuerdo con la
presente invencion en combinacion tanto con un prebidtico (tal como se describe y se ejemplifica anteriormente) y
un farmaco antidiabetes (tal como se describe y se ejemplifica anteriormente).

Preferentemente, las Bifidobacterium usadas en la combinacién (con un prebidtico, un farmaco antidiabetes, o
ambos) es de la especie Bifidobacterium animalis. Mas preferentemente, la Bifidobacterium usada en la combinacion
es de la especie Bifidobacterium animalis subesp. lactis. En una realizacién particularmente preferida, las bacterias
usadas en la combinacién son Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420).

De manera adecuada, el prebiético usado en la combinacioén es polidextrosa.
De manera adecuada, el farmaco antidiabetes usado en la combinacién es metformina.

En una realizacion particularmente preferida, las bacterias usadas en la combinaciéon son Bifidobacterium animalis
subesp. lactis cepa 420 (B420), el prebiodtico es polidextrosa y el farmaco antidiabetes es metformina.

En otra realizacion, se puede usar un prebidtico de acuerdo con la presente invencién en combinaciéon con un
farmaco antidiabetes, pero en la ausencia de Bifidobacteria, Lactobacilli u otras bacterias usadas en las otras
realizaciones de la invencion.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién comprende una combinacion de un prebiético o una mezcla de los
mismos y un farmaco antidiabetes o una mezcla de los mismos.

En otro aspecto mas, la invencién comprende un producto alimenticio o intermediario de producto alimenticio que
incluye un prebiético o una mezcla de los mismos y un farmaco antidiabetes o una mezcla de los mismos.

En otro aspecto mas, la invencién comprende una composicion farmacéutica que comprende un prebioético o una
mezcla de los mismos y un farmaco antidiabetes o una mezcla de los mismos, junto con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto se refiere al uso de una combinaciéon de un prebiético o una mezcla de los mismos y un farmaco
antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricaciéon de un producto alimenticio, un suplemento dietético o un
medicamento para el tratamiento de la diabetes (preferentemente pero no exclusivamente diabetes de tipo 2) en un
mamifero.

Otro aspecto se refiere al uso de una combinacién de un prebidtico o una mezcla de los mismos y un farmaco
antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricacion de un producto alimenticio, un suplemento dietético o
medicamento para el tratamiento de tolerancia alterada a la glucosa en un mamifero.

Un aspecto adicional se refiere al uso de una combinacién de un prebidtico o una mezcla de los mismos y un
farmaco antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricacién de un producto alimenticio, un suplemento
dietético o medicamento para normalizar la sensibilidad a la insulina en un mamifero.

Otro aspecto mas se refiere al uso de una combinacién de un prebiético o una mezcla de los mismos y un farmaco

antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricacion de un producto alimenticio, un suplemento dietético o
medicamento para aumentar la secrecion de insulina sin ayunas en un mamifero.
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Aun un aspecto adicional se refiere al uso de una combinaciéon de un prebiético o una mezcla de los mismos y un
farmaco antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricacién de un producto alimenticio, un suplemento
dietético o medicamento para reducir la secrecion de insulina en ayunas en un mamifero.

Un aspecto adicional se refiere al uso de una combinacion de un prebidtico o una mezcla de los mismos y un
farmaco antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricacion de un producto alimenticio, un suplemento
dietético o medicamento para mejorar la tolerancia alterada a la glucosa en un mamifero.

Otro aspecto mas se refiere al uso de una combinacién de un prebidtico o una mezcla de los mismos y un farmaco
antidiabetes o una mezcla de los mismos en la fabricacién de un producto alimenticio, un suplemento dietético o
medicamento para el tratamiento del sindrome metabdlico en un mamifero.

Los ejemplos de los prebidticos adecuados que se pueden usar en tal combinacién incluyen alginato, xantano,
pectina, goma garrofin (LBG), inulina, goma guar, galacto-oligosacarido (GOS), fructo-oligosacarido (FOS),
polidextrosa (es decir, Litesse®), lactitol, lactosacarosa, oligosacaridos de soja, isomaltulosa (Palatinose™),
isomalto-oligosacaridos, gluco-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos, manno-oligosacaridos, beta-glucanos, celobiosa,
rafinosa, gentiobiosa, melibiosa, xilobiosa, ciclodextrinas, isomaltosa, trehalosa, estaquiosa, panosa, pululano,
verbascosa, galactomannanos, y todas las formas de almidones resistentes. Un ejemplo particularmente preferido
de un prebidtico es polidextrosa.

Los ejemplos de los farmacos antidiabetes orales que se pueden usar en tal combinacion incluyen las biguanidas
(tales como metformina), sulfonilureas (tales como carbutamida, clorpropamida, glibenclamida (Glyburide™),
gliclazida, glimepirida, glipizida, gliquidona, tolazamida o tolbutamida), inhibidores de alfa-glucosidasa (tales como
acarbosa, miglitol o voglibosa), tiazolidinodionas (TZD) (tales como pioglitazona, rivoglitazona o rosiglitazona),
meglitinidas (tales como nateglinida, repaglinida o mitiglinida), inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) (tales
como alogliptina, saxagliptina, sitagliptina o vildagliptina), analogos del péptido 1 de tipo glucagén (tales como
exenatida, liraglutida, o albiglutida), analogos de amilina (tales como pramlintida), analogos de insulina de accién
rapida (tal como insulina lispro, insulina asparta e insulina glulisina), analogos de insulina de accién prolongada (tal
como insulina glargina, insulina detemir), agonistas de PPAR dual (tal como aleglitazar) e inhibidores de SGLT2
(tales como dapagliflozina, remogliflozina y sergliflozina). Un ejemplo particularmente preferido es metformina. La
dosificacion, el modo de administracion y la formulacion de los farmacos antidiabetes anteriores para su uso en la
combinacion de la presente realizacion seran facilmente evidentes para un experto en la materia.

El prebidtico usado en la combinacion es preferentemente polidextrosa y el farmaco antidiabetes usado en la
combinacién es metformina.

En esta combinacion, de manera adecuada, se puede usar el prebidtico en una cantidad de 0,01 a 100 g / dia,
preferentemente, de 0,1 a 50 g/dia, mas preferentemente de 0,5 a 20 g/dia. En una realizacion, se puede usar el
prebidtico en una cantidad de 1 a 10 Og / dia, preferentemente, de 2 a 9 g/dia, mas preferentemente de 3 a 8 g/dia.
En otra realizacion, se puede usar el prebiético en una cantidad de 5 a 50 g / dia, preferentemente, de 10 a 25 g/dia.

En esta combinacién, de manera adecuada, se puede usar el farmaco antidiabetes en una cantidad de 1 yga 10 g/
dia, preferentemente de 10 ug a 5 g/ dia, mas preferentemente de 0,1 mg a 2 g / dia. En una realizacion, el farmaco

antidiabetes se puede usar de acuerdo con la presente invencion en una cantidad de 1 mg a 1 g / dia,
preferentemente, de 5 a 500 mg / dia.

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Modelo animal y tratamiento con probioticos

Se aliment6 a una cohorte de cincuenta ratones C57BI/6 macho de 10 semanas de edad con comida normal (CN)
(A03, SAFE, Augy, Francia), o con una dieta alta en grasas (DAG) (que comprende el 72 % de grasa (aceite de
grano de maiz y manteca de cerdo), el 28 % de proteina y < 1% de hidratos de carbono) (SAFE, Augy, Francia)
durante 4 semanas. Esta dieta tiene la ventaja peculiar de inducir diabetes antes de la apariciéon de la obesidad
(véase por ejemplo, Cani et al. 2008 "Role of gut microflora in the development of obesity and insulin resistance
following high-fat diet feeding". Pathol Biol (Paris); Cani et al, Diabetes 2008, 57, 1470-81; Knauf et al. Endocrinology
2008, 149, 4768-77; Cani et al., Diabetologia 2007, 50, 2374-83; Cani et al; Diabetes 2007, 56, 1761-1772 y Turini et
al. Swiss Med Wkly 2007, 137, 700-4).

Los ratones se sometieron a una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Se calcul6 el area bajo la curva y
se repartieron los ratones de forma homogénea de acuerdo con los diferentes grupos experimentales o diez ratones
por grupo (10 ratones por grupo). Los ratones se alimentaron durante cuatro semanas mas con una comida normal
(n=10= o una DAG (n=40). Los ratones de la DAG se trataron diariamente durante 4 semanas tal como sigue con, 1.
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Tratados con vehiculo, 2. Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420) (10°%bacterias por raton), 3.
Lactobacillus acidophilus NCFM (NCFM) (10%bacterias por raton), 4. NCFM+B420 (5x108 B420 + 5x108 NCFM por
raton). Después se realizé una prueba intraperitoneal tal como se describe a continuacién. Los ratones se alojaron
en un ambiente controlado (ciclos diarios de luz solar de 12 h con inversion, apagado de luz a las 10:00 a.m.).

Evaluacion del peso

Los ratones se pesaron semanalmente al comienzo de la administracion de la dieta del estudio (4 semanas antes de
la administracion del probidtico) hasta las 6 semanas de tratamiento con probiético (hasta el sacrificio).

Composicioén corporal

La composicion corporal del raton se midid mensualmente usando ECO-MRI. Se midieron la masa de grasa corporal
total, la masa magra corporal total, la masa de agua total, el contenido sin agua, el peso del tejido adiposo
subcutaneo, el peso del tejido adiposo mesentérico y el peso del higado.

Tolerancia a la glucosa

La tolerancia a la glucosa se prob6 después de la administracion de 4 semanas de las dietas del estudio (antes de la
suplementacién con el probiético) para asegurar el estado de intoleracia a la glucosa y de diabetes de los ratones
con DAG, y después de 4 semanas de administracion del probidtico. En resumen, a los ratones en ayunas de seis
horas se les inyect6 con glucosa al 20 % (1 g/kg) en la cavidad peritoneal. Se determiné la glucemia con un medidor
de glucosa (ACCU-check Active, Roche, Meylan, Francia) 30 minutos antes de la exposicién a la glucosa, en el
momento de la exposicion a la glucosa, y 30, 60 y 90 minutos después de la exposicion a la glucosa, a partir de 3,5
pI de sangre tomada de la vena de la cola.

Insulina en plasma
La concentracion de insulina se midi6 a partir del plasma en estado de ayunas asi como sin ayunas.
Sensibilidad a la insulina

Al finalizar el tratamiento con probidtico, los ratones se sometieron a una cirugia intrafemoral en la que se alojé un
catéter para infusiones intravenosas adicionales. Este catéter intrafemoral intravenoso se implanté 4 dias antes del
comienzo del dia del experimento (infusiones). El dia del ensayo, los ratones estuvieron en ayunas durante 5 horas.
Se realizé un pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico durante 3 horas en presencia de la glucosa marcada
tritiada para determinar la tasa de recambio de la glucosa. La glucosa fria se coinfundid6 para mantener la
euglucemia.

Marcadores inflamatorios (PCR cuantitativa en tiempo real)

El estado de inflamacion del tejido adiposo, del higado y del musculo se midié midiendo la concentracion de los
ARNm de los marcadores inflamatorios TNFa, IL-18, PAI-1 e IL6 mediante andlisis cuantitativo de PCR-RT. Se
extrajeron los ARNm totales de las almohadillas de grasa injertadas y del tejido adiposo, hepatico y muscular
subcutaneo del receptor utilizando el reactivo TriPure (Roche, Basel, Suiza). Se realizaron las PCR usando el
instrumento del Sistema de Deteccion de Secuencia AbiPrism 7900 y el programa informético (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EE. UU., tal como se describe en Cani et al. Diabetes 2007, 56, 1761-1772. La concentracion de
cada ARNm se normaliz6 para la carga de ARN para cada muestra usando ARNr RPL19 como patrén interno.

RESULTADOS
Tolerancia a la glucosa

Tal como se muestra en la Figura 1, todos los grupos de ratones alimentados con una dieta alta en grasas durante 4
semanas fueron intolerantes a la glucosa y diabéticos. Tras el tratamiento con B420, los ratones se caracterizaron
por una mejora de la tolerancia a la glucosa (Figura 2). La reduccion significativa se logra solo con B420; se obtuvo
una tendencia hacia el beneficio en la salud para NCFM solo o con una combinacién de NCFM y B420. Por lo tanto,
se concluyé que el tratamiento con B420 comenzé6 a mejorar la tolerancia a la glucosa. Un periodo de tratamiento
mas largo podria haber tenido un mayor impacto sobre los perfiles glucémicos.

Composicion corporal del raton
Los datos muestran que las cuatro semanas del tratamiento de probiético con B420 y una combinacion de B420 y

NCFM redujeron el impacto de la DAG sobre el aumento de la masa de grasa corporal (Figura 3). No se observo
efecto del tratamiento sobre la masa magra corporal, la masa sin agua, y la masa de agua total (Figuras 4, 5y 6).
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En particular, la Figura 3 ilustra el efecto del tratamiento de B420 y la combinacién de B420+NCFM en la reduccion
del impacto de la dieta alta en grasas sobre el aumento de la masa de grasa corporal (en donde la columna de la
izquierda significa el resultado antes del tratamiento y la columna de la derecha el de después del tratamiento). En la
Figura 3, * indica un resultado significativamente diferente de los ratones no tratados del mismo grupo. Se observo
un pequefio aumento de peso con B420 o con la combinacion de B420 y NCFM. Sin embargo, esto representa una
mejor significativa sobre los ratones de DAG sin tratar, dado que los resultados de la DAG muestran que la ingesta
de DAG deberia aumentar de manera significativa la masa de grasa corporal de los ratones.

Dado que el tratamiento no mostré efectos sobre la masa magra corporal, la masa sin agua y la masa de agua total,
se puede concluir de lo anterior que la diferencia en el peso lograda solo se relaciona con los tejidos adiposos.

Peso del tejido individual

Los datos muestran que el peso del tejido adiposo mesentérico se redujo mediante B420 y B420+NCFM. No se
apreciaron diferencias en el peso del tejido adiposo subcutaneo o del higado (Figuras 7, 8 y 9).

En particular, la Figura 8 ilustra el efecto sobre el peso del tejido adiposo mesentérico en ratones alimentados con
dieta alta en grasas tratados con probidticos. Se obtuvo significacion para B420 solo o en combinacion con NCFM
(se obtuvo un p-valor de <0,05 cuando se comparé con el grupo de DAG sin tratar). Los ratones tratados con B420 y
B420+NCFM se caracterizaron por una menor masa de grasa mesentérica.

Ademas, la Figura 9 ilustra el efecto sobre el peso del higado en ratones alimentados con dieta alta en grasas y
tratados con probioticos. No se apreciaron diferencias significativas, lo que muestra una vez mas que la diferencia
de peso no esta ligada al peso del higado.

Ganancia de peso

La Figura 10 ilustra la ganancia de peso corporal antes y después de la administracion de probidticos a los ratones
alimentados con dieta alta en grasas. La ganancia de peso corporal de los ratones tratados con B420 y B420+NCFM
fue més baja que la de los ratones alimentados con DAG sin probidticos o los ratones tratados solo con NCFM. Se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos para B420 solo o en combinacion con NCFM; se observé una
tendencia descendente (en comparacion con los ratones alimentados con DAG sin tratar) para NCFM solo.

Concentraciones de insulina en plasma

La concentracion de insulina en plasma se evalu6 en el estado de ayunas y sin ayunas. Los datos muestran que, en
estado de ayunas, el grupo tratado con B420 se caracteriz6 por una normalizacion de la hiperinsulinemia en ayunas
(Figura 11). En el estado sin ayunas, todos los tratamientos con probidticos mejoraron la secrecion de insulina
glucosa.

Estos resultados son significativos, dado que los bajos niveles de insulina (es decir, los niveles basales de insulina)
se observan en el estado de ayunas de los sujetos sanos no diabéticos. Se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos para B420 solo.

De significacién adicional es que los elevados niveles de insulina se observan en el estado sin ayunas de los sujetos
sanos, no diabéticos. Se obtuvieron resultados estadisticamente significativos para B420 solo, NCFM solo y la
combinacion de los dos.

Sensibilidad a la insulina

La Figura 12 ilustra que a los ratones alimentados con dieta alta en grasas se les hizo un pinzamiento en
condiciones euglucémicas hiperinsulinémicas mediante el método del pinzamiento. Los datos muestran que los
ratones tratados con B420 se caracterizaron mediante una normalizacién de la sensibilidad a la insulina. *p<0,05
frente a los ratones con DAG. Sin embargo, en presencia de NCFM no se observd este efecto.

Estos resultados son significativos, dado que la sensibilidad a la insulina proporciona el enlace entre el
comportamiento de la insulina y el consumo de glucosa. Los resultados mostrados con B420 son de particular
interés ya que, en comparacion con los farmacos antidiabetes clasicos que se dirigen solo a la insulina en ayunas, a
la sensibilidad a la insulina o a la insulina sin ayunas, tiene un efecto sobre los tres factores.

Inflamacion del tejido hepético
Al considerar todas las concentraciones de ARNm de citocina, la DAG indujo inflamacién en tejidos hepaticos
(Figuras 13 y 14). El tratamiento probidtico tuvo un claro efecto antiinflamatorio sobre el tejido hepatico. Esto fue

particularmente evidente con el tratamiento con NCFM. También, el tratamiento con la combinacién de NCFM y
B420 redujo la inflamacién, mientras que el tratamiento con B420 solo redujo la inflamacién en menor medida.
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Inflamacion del tejido muscular

La inflamacion se indujo por la dieta alta en grasas también en tejidos del musculo, aunque la induccion de la
inflamacion no fue tan fuerte como en el tejido adiposo (Figuras 15 y 16). El tratamiento de probidticos con
B420+NCFM y NCFM solo tendieron a reducir la inflamacién del tejido muscular, pero el efecto no estaba tan claro
como con el tejido adiposo o el tejido hepatico.

Inflamacién del tejido adiposo

La dieta alta en grasas claramente indujo la inflamacién en tejido adiposo subcutaneo (Figuras 17 y 18). El
tratamiento con B420 y el tratamiento con B420+NCFM mostraron un fuerte efecto antiinflamatorio. El tratamiento
con NCFM dio como resultado efectos mas inconsistentes sobre la inflamacién del tejido pero hubo una tendencia
general por la inflamacién reducida.

En conjunto, las bacterias probiodticas mostraron un amplio efecto antiinflamatorio, con los efectos mas pronunciados

en el tejido adiposo y en el tejido hepatico. Es destacable que los efectos antiinflamatorios fueron diferenciales y
dependientes del tejido asi como del tratamiento de probidticos.

Ejemplo 2

Materiales y métodos

A una cohorte de ratones C57BI/6 macho de 10 semanas de edad se les alimentd con una dieta alta en grasas
(DAG) (que comprende el 72 % de grasas (aceite de grano de maiz y manteca de cerdo), el 28 % de proteina y <
1% de hidratos de carbono) (SAFE, Augy, Francia) durante 4 semanas, tal como se describe en el Ejemplo 1. Los
ratones se sometieron a una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Se calculé el area bajo la curva y se
repartieron los ratones de forma homogénea de acuerdo con los diferentes grupos experimentales o diez ratones por
grupo (10 ratones por grupo). Los ratones se alimentaron durante cuatro semanas mas con DAG. Los ratones de la
DAG se trataron diariamente durante 4 semanas tal como sigue con B420 (10° bacterias por ratdn), polidextrosa
(PDX) (0,2 g / dia), el farmaco antidiabetes metformina (MET) (2 mg/ml de agua para beber) y diversas
combinaciones de los mismos. Los ratones de control se trataron con solucién salina. Los ratones se alojaron en un
ambiente controlado (ciclos diarios de luz solar de 12 h con inversién, apagado de luz a las 10:00 a.m.). La glucosa
en sangre, la concentracion de insulina y el HOMA-IR se midieron a partir del plasma en estado de ayunas.

Resultados

El tratamiento bien con B420 solo o la combinaciéon de B420 y polidextrosa redujo la glucosa en plasma en ayunas
en comparacion con el control. La metformina sola no tuvo efecto sobre la glucosa en sangre en ayunas, pero una
combinacion con metformina y polidextrosa fue eficaz (Figura 19).

El tratamiento con B420 redujo la insulina en plasma en ayunas. La adicion de polidextrosa mejoré adicionalmente el
efecto, lo que sugiere un efecto sinérgico de la combinacién. La metformina redujo la insulina en plasma en ayunas,
pero la adiciéon de B420 junto con metformina mejoré adicionalmente el efecto (Figura 20).

El tratamiento con B420 redujo el HOMA-IR en ayunas. La adicién de polidextrosa con B420 mejord adicionalmente

el efecto, lo que sugiere un efecto sinérgico de la combinacion. La adicion de metformina a B420 o
B420+polidextrosa mejoré adicionalmente el efecto (Figura 21).
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria de la especie Bifidobacterium animalis subesp. lactis cepa 420 (B420) para su uso en el tratamiento
de la insuficiencia cardiaca congestiva en un mamifero.

2. La bacteria para su uso de la reivindicacion 1, en donde el mamifero en necesidad del tratamiento ingiere una
dieta alta en grasas.

3. La bacteria para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, usada en combinaciéon con una bacteria
adicional del género Lactobacillus.

4. La bacteria para su uso de la reivindicacion 3, en donde la bacteria adicional es de la especie Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus bifidus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus farciminis,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus delbreuckii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus jensenii, y combinaciones de cualquiera de
las mismas.

5. La bacteria para su uso de la reivindicacion 4, en donde la bacteria adicional es de la especie Lactobacillus
salivarius.

6. La bacteria para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, usada en combinacién con un prebidtico.

7. La bacteria para su uso de la reivindicacién 6, en donde el prebiético es polidextrosa.
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Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal

Después de cuatre semanas de dieta alta en grasas

60 =30 0 20 60 a0 120
Minutos tras la inyeccién de glucosa

Fig. 1

Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal
Cuatro semanas después del tratamiento con probidlico

Minutos tras la inyeccidn de glucosa

Fig. 2
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Masa de grasa corporal (g)

Fig. 3

Peso sin agua (g)
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Masa magra corporal (g)

B Antes del tratamiento
3 Después del tratamiento

Figura 5
Fig. 5
Masa magra corporal (g)
8 Antes del tratamiento
3 Después del tratamiento
Figura 6
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Fig. 9
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Figura 10
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Sensibilidad de la insulina: tasas de infusion de glucosa (mg/kg.min)
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ARN del higado
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