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DESCRIPCION
EMPLEO DE UNA COMPOSICION QUE COMPRENDE MICROORGANISMOS PARA
AUMENTAR LA PRODUCCION INTESTINAL DE ACIDO BUTIRICO, ACIDO
FOLICO O NIACINA Y/O DISMINUIR LA PRODUCCION INTESTINAL DE

ACIDO SUCCINICO.

La presente 1invencion se refiere al empleo de una
composicién que comprende bacterias para aumentar la
produccidén intestinal de acido butirico, &cido félico o
niacina y/o para disminuir la produccién intestinal de dcido
succinico,

Ademéas, la presente invencidn se refiere al empleo de
dicha composicidn para el tratamiento y/o la prevencién de
una condicidn patolégica dependiente del butirato y/o del
succinato intestinal, en particular para el tratamiento y/o
la prevencién de inflamacién del intestino, diarrea, colitis
ulcerosa o colopatia intestinal.

La microbiota intestinal, también conocida con el
téermino ahora obsoleto de flora intestinal, es la totalidad
de microorganismos, que preponderantemente se compone de
bacterias, residentes en el intestino y en simbiosis con el
cuerpo del huésped.

La microbiota intestinal es un ecosistema muy complejo
y la condicidén de equilibric entre los diferentes
microorganismos que componen la microbiota intestinal es
fundamental para asegurar la salud vy el bienestar corporal,
puesto que la microbiota condiciona de modo significativo el
desarrollo y la homeostasis de la mucocsa intestinal del

individuo huésped.

En otros términos, la microbiota intestinal representa




un drgano verdaderamente dicho. En efecto, las
modificaciones cualitativas y/o cuantitativas de 1la
microbiota intestinal de un individuo, o denominada
disbiosis o disbacteriosis, puede dar lugar a pérdida de la
homeostasis intestinal, que a su vez puede condicionar la
etiopatogénesis de un gran nUmero de patologias.

A los fines del tratamiento de una condicién de
disbiosis intestinal, o, de todos modos, con el cometido de
nmantener la homeostasis de la microbiota intestinal, a menudo
las personas toman sustancias definidas probidéticas, o segin
la definicién de la Organizacién para la Alimentacidén y la
Agricultura/Organizacién Mundial de la Salud (en 1inglés
FAO/WHO) , "microorganismos vivos que, cuando vienen
suministrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios
a la salud del huésped”. BAndlogamente, también ha sido
demostrada la eficacia de los paraprobidticos para la salud;
los mismos vienen definidos comoc “células microbianas no
vitales (intactas o rotas) o extractos celulares brutos que,
cuando vienen suministrados en cantidades adecuadas
(oralmente o por via tdépica), confieren beneficios a la salud
del huésped" (Taverniti y Guglielmetti, 2011) .

Queda claro que las actividades beneficiosa de un
microorganismo variardn en funcién de su composicidn y, en
efecto, a menudo se trata de actividades especificas de 1la
cepa.

En base a las consideraciones anteriores, sigue
existiendo la necesidad de determinar potenciales nuevos
efectos de promocién de salud y/o terapéuticos de los
microorganismos, en particular los incluidos en un

probidtico o en wun paraprobidtico, para ampliar sus



aplicaciones de empleo.

Por ejemplo, en el sector sigue existiendo una gran

necesidad de identificar microorganismos capaces de modular
la cantidad de sustancias intestinales que son sumamente
beneficiosas y terapéuticas para el cuerpo, come por ejemplo
dcido butirico, &cido félice y &cido nicotinico.

El acido butirico es un 4cido graso de cadena corta que
se forma fisiolégicamente en el colon de los humanos como

consecuencia de la fermentacidn de fibra dietética mediante

la microbiocta.

El acido butirico es la principal fuente de energia para

las células del colon

(coloncitos) y, por ende, es un

nutriente esencial para el cuerpo humano.

A nivel intestinal, el acido butirico desemperia varias

e importantes funciones, por ejemplo: estimula el recambio

y la maduracion fisioldgica de coloncitos; juega un papel

clave en el mantenimiento de la integridad de la mucosa y en
procesos de reparacidn de lesiones intestinales; estimula la
reabsorcién de agua y sodioc en el colon; y contribuye a bajar

el pH intestinal, creando un ambiente que es desfavorable al
|

| desarrollo de bacterias patdégenas.

Un déficit de acido butirico puede provocar, en los
|

humanos, colitis inflamatoria.
|

También el &cido succinico es un &cido orgénico de

| cadena corta, del tipo bicarboxilico. Es considerado

ulcerogénico y puede provocar graves dafios a la mucosa. Por
|

| lo tanto, un aumento de la cantidad de &cido succinico
|

(succinato) es peligroso para la salud humana.
|
|
El acido fdélico (vitamina B9, vitamina M o folacina) es

una vitamina muy importante para toda la poblacién, en




_ |

. particular para adultos de mads de 50 afios de edad y en mujeres
| en edad fértil, porque interviene (directamente o, la mayor
‘ parte de las veces, disminuyendo los niveles de plasma de

homocisteina) en muchos procesos vitales como por ejemplo
sintesis, reparacién y metilacién de de ADN (en inglés DNA) .,

Un déficit de acido fdélico puede conducir a anemia
macrocitica, que puede ser acompafiada de leucopenia vy
trombocitopenia, alteraciones en piel y mucosa y afecciones
gastrointestinales (malabsorcidén y diarrea).

La niacina (vitamina PP o vitamina B3), es decir acido
nicotinico y nicotinamida, es importante porque, entre otras
cosas, es el componente esencial de las coenzimas NAD y NADH
y un déficit de la misma provoca un patologia conocida como
pellagra. Generalmente esta patologia tiene inicio con
problemas en el sistema gastrointestinal, a lo que luego se
agrega una dermatifis fotosensibilizante, trastornos
mentales con cansancio, depresidn y trastornos de la memoria.

La presente invencidén satisface las necesidades de la
técnica conocida descrita con anterioridad con una
composicidn que comprende microorganismos, preferentemente
bacterias del género Lactobacillus de la especie paracasei,
capaces de aumentar (directa e/o indirectamente), en un
individuo que la toma, la produccién intestinal de acido
butirico, acido fdélico, niacina y/o sus sales.

Asimismo, la parte Solicitante ha hallado, de manera
totalmente inesperada, que una composicién que comprende
microorganismos, preferentemente del género Lactobacillus
de la especie paracasei, es capaz de disminuir (directa e/o

indirectamente) la produccién intestinal de acido succinico

y/0 sus sales.




Por lo tanto, la composicidn de la presente invencidn
es sumamente ventajosa para el tratamiento y/o la prevencidn
de condicicnes patoldgicas intestinales que dependen del
butirato y/o del succinato.

Otras ventajas de la presente invencidén se pondréan aun
mas de manifiesto a partir de la descripcidén detallada que
sigue y a partir de los ejemplos que, de todos modos, se
presenta exclusivamente a titulo ilustrativo y, por ende, no

limitativo.

Para permitir un mejor entendimiento de la descripciédn
detallada, a este documento se han adjuntado las figuras de
1 a 4:

G la figura 1.1 muestra el resultado del analisis
estadistico que demuestra el aumento de la poblacién
bacteriana del género Coprococcus antes y después del
tratamiento con la composicidén de la presente invencién
(A) y su disminucién, por el contrario, antes y después
del tratamiento con el placebo (B);

= la figura 1.2 muestra el resultado del analisis
estadistico que demuestra la disminucidén de la
poblacién_bactefiana del género Blautia antes y después
del tratamiento con la composicidédn de la presente
invencién (A) y su aumento, por el contrario, antes y
después del tratamiento con el placebo (B):

- la figura 2.1 muestra el aumento de la poblacién
bacteriana del género Coprococcus (gris oscuro) y la
disminucién de la poblacién bacteriana del género
Blautia (gris claro) antes y después del tratamiento con
la composicidn de la presente invencidn;

- la figura 2.2 muestra el aumento en porcentaje de la



poblacién bacteriana del género Coprococcus (gris
oscuro) y la disminucién en porcentaje de la poblacidn
bacteriana del éénero Blautia (gris claro) antes vy
después del tratamiento con la composicidédn de la
presente invencidén (A) y la disminucién en porcentaje
de la poblacidén bacteriana del género Coprococcus (gris
oscuro) y el aumento en porcentaje de la poblacidn
bacteriana del género Blautia (gris clare) antes vy
después del tratamiento con el placebo (B);

la figura 3 muestra el resultado del analisis
estadistico que demuestra el incremento en el
metabolismo de a&cido nicotinico antes y después del
tratamiento con la composicién de la presente invencién
Yy su disminucidn antes y después del tratamiento con el
placebo;

la figura 4 muestra el resultade del analisis
estadistico que demuestra el aumento en la biosintesis
de acido félico antes y después del tratamiento con la
composicién de la presente invencién y la falta de toda
modificacidén, por el contrario, antes y después del
tratamlento con el placebo.

La presente 1invencidn se refiere al empleo de una

composicidn que comprende microorganismos, preferentemente
al menos una bacteria del género Lactobacillus de la especie
paracasei, para aumentar la produccién intestinal directa
e/o indirecta de &cido butirico y/o sus sales, y/o &cido
félico y/o sus sales, y/o niacina y/o sus sales y/o para
disminuir la produccién intestinal directa e/o indirecta de

dcido succinico y/o sus sales.

En el contexto de la presente invencidn, produccidn

\0



intestinal significa la liberacién hacia el ambiente de una
molécula cualquiera producida por el metabolismo primario o
secundario por parte de cualquier microorganismo intestinal
en cualgquier regidn del intestino.

Ademds, la composicidn de la presente invencién también
se puede emplear para reducir la proliferacién intestinal de
microorganismos patdgenos, y/o para promover la integridad
de la mucosa intestinal, y/o para promover los procesos de
reparacién de lesiones intestinales, preferentemente
incrementando la produccién intestinal directa e/oc indirecta
de acido butirico y/o sus sales vy/o disminuyendo la
produccién intestinal directa e/o indirecta de Aacido
succinico y/o sus sales.

Algunos microorganismos patdgenos sumamente sensibles
a la composicidn de la presente invencién son, por ejemplo,
enterohaemorrhagic . Escherichia coli., Listeria
monocytogenes, Clostridium difficile, Pseudomonas
aeruginosa y subespecies de Salmonella.

Los empleos descritos arriba de la composicién de la
presente invencidn se entienden tanto para un individuo sano
como para un individuo con una condicidn intestinal
patolégica. En particular, en el caso de un individuo sano,
la composicidn de la invencién ejerce en el mismo individuo,
como consecuencia de su consumo, una accidn de mantenimiento
de la homeostasis de la microbiota y/o de prevencién de su
alteracidén y, por ende, también se puede definir como una
compesicidén probidtica (o probidtico).

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al
empleo médico de la composicion que comprende

microorganismos, preferentemente al menos una bacteria del
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género Lactobacillus de la especie paracasei, para el
tratamiento y/o la prevencién de una condicidn patoldgica
intestinal dependiente del butirato y/o del succinato.

En el contexto de la presente invencidn, condicidn
patoldgica intestinal dependiente del butirato y/o del
succinato significa una condicién patoldgica que es sensible
al tratamiento con &cido butirico y/o sus sales y/o al
tratamiento con acido succinico y/o sus sales. Ejemplos de
dichas patologias son: diarrea, inflamacidn intestinal,
colitis ulcerosa, atrofia gastrica, diverticulo intestinal,
estenosis, obstrucciones y neurcpatia diabética.

En una forma de realizacidén muy preferida de la presente
invencioén, la composicidn comprende la cepa bacteriana
Lactobacillus paracasei DG.

La cepa bacteriana Lactobacillus paracasei DG fue
depositada por SOFAR S.p.A. en la Coleccidn Nacional de
Culturas de Microorganismos del Instituto Pasteur de Paris
el 05/05/1995, bajo el numero de depdsito CNCM I-1572. Al
comienzo el nombre de la cepa depositada era Lactobacillus
casei DG sub:caseéi.

En otra forma realizacién de la invencidén, el aumento
directo e/o indirecto de la produccién intestinal de acido
butirico y/o sus sales, y/o de acido félico y/o sus sales,
y/o de niacina y/o sus sales y/o la disminucién directa e/o
indirecta de la produccién intestinal de acido succinico es
atribuible a la microbiota intestinal, preferentemente
bacterias del género Coprococcus y/o Blautia.

En la forma de realizacidén sumamente preferida de la
invencidn, el increﬁento directo e/o indirecto de 1la

poblacidén intestinal de &cido butirico y/o sus sales es
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atribuible a bacterias del género Coprococcus, y/o la
disminucién directa @ e/o indirecta de la produccién
intestinal de &cido succinico es atribuible a bacterias del
género Blautia.

Por lo tanto, la composicidn  que comprende
microorganismos, preferentemente al menos una bacteria del
género Lactobacillus de la especie paracasei, mas
preferiblemente la cepa bacteriana Lactobacillus paracasei
DG, también puede ser usada para modificar la densidad de la
poblacidén bacteriana del género Coprococcus y/o Blautia en
la microbiota intestinal, preferentemente de modo de inducir
un aumento de la poblacidn bacteriana del género Coprococcus
y/o una disminucién de la poblacidén bacteriana del género
Blautia. En otros términos, el consumo de la composicioéon de
la presente invencidn modifica la cantidad de bacterias del
género Coprococcus y/o Blautia dentro de la microbiota
intestinal. En particular, como consecuencia del consumo de
dicha composicidén las bacterias del género Coprococcus
aumentan y/o las bacterias del género Blautia disminuyen.

La composicién empleada en la presente invencidn
comprende dicho microorganismo, preferentemente dicha al
menos una bacteria del género Lactobacillus de la especie
paracasel, viva 0 muerta, como lisato o como extracto.

En una forma de realizacidén de la invencidn, la
composicién comprende aproximadamente 15-30 billones de
unidades formadoras de colonias (UFC) (en inglés, Colony
Forming Units = CFU) de bacterias, preferentemente 20-25 mil
millones de CFUs de bacterias.

Preferentemente, la composicidn es formulada para la

suministracidén oral. En particular, la composicidn es
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formulada en forma sélida, preferentemente bajo forma de
pastillas, cépsulas, comprimidos, polve granular, capsulas
duras, gréanulos solubles en agua, sobrecitos ¢ pildoras.

Alternativamente, la composiciédn de la invencién es
formulada en forma liquida, por ejemplo como jarabe ¢ bebida,
o es agregada a un alimento, por ejemplo a un yogurt, queso
o jugo de fruta.

Alternativamente, la composicién de la invencion es
formulada en una forma capaz de ejercer una accidn por via
topica, por ejemplo como enema.

En una forma de realizacidén de la dnvencidn, la
composicién ademas comprende excipientes generalmente
aceptados para la produccién de productos probidticos y/o
farmacéuticos.

En otra feorma de realizacidén de la invencidn, la
composicién de 1la invencidén puede ser enrigquecida con
vitaminas, oligoelementos como zinc y selenio, enzimas,
sustancias prebidticas tales como fructo-oligosacaridos
(FOS), galacto-oligosacéridos (GOS), inulina, goma guar o
sus combinaciones. Preferentemente, a los fines de los
empleos de la presente invencidn, la composicidn es tomada
una vez por dia, mas preferentemente al despertarse.

Alternativamente, también puede ser tomada a la tarde,
preferentemente después de una comida.

EJEMPLO

Tratamiento.

Se llevd a cabo un estudio de intervencidn dietética
cruzado, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo
socbre individuos sanos.

Los veluntariecs fueron admitidos en base a 1los
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siguientes criterios:

- criterios de inclusidn: mujeres y hombres sanos, con
una edad comprendida entre 18 y 55 afios que hayan dado
su consentimiento informado;

- criterios de exclusidn: tratamiento con antibiédticos
durante el mes anterior al primer examen; episodios de
enteritis viral o bacteriana durante los 2 meses
anteriores al primer examen; Ulcera gastrica o
duodenal durante los 5 afios anteriores al primer
examen; embarazo 0 amamantamiento; casos de
alcoholismo reciente o supuestoc y consumo de drogas;
otras condiclones de no cumplimiento con el proteocolo
de estudio.

La intervencién dietética prebidética fue llevada a
cabo de conformidad con un disefioc cruzado, como esté

esquematizado en la Tabla I de abajo.

Tabla I
Preadmisidn Tratamiento 1 Wash-up Tratamiento 2
4 semanas 4 semanas 4 semanas 4 semanas
Entrevista 1 (VD) 2 (V1) 3(v2) 4 (v3) 5(Vv4)
Recoleccién de muestra fecal | 1- 2 3 4

l ! i 1

Analisis metagenémico de la microbiota fecal

En la etapa de preadmisioén (4 semanas) los voluntarios
siguieron con su dieta acostumbrada, sin consumir productos
lacteos fermentados probidticos (por ende, el yogurt
tradicional fue permitido), suplementos dietéticos
probidticos, o suplementos dietéticos prebidéticos.

Al final del periédockeadmisién, los voluntarios fueron

aleatorizados para recibir una cépsula por dia de un
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probidético o placebo por 4 semanas.

A titulo ejemplificador, como probidtico para

suministrar se empled Enterclactis Plus; estd constituido
por capsulas de 420 mg que contienen 24 mil millones de

unidades formadoras de colonias (CFU = Coleny Forming Units)

de Lactobacillus paracasei cepa DG.

El placebo consistia en cépsulas con el mismo aspecto
que tenian las probidticas, obviamente sin el agente
probidtico.

El sabor y el color de la sustancia activa (es decir el

probidtico) y del placebo eran iguales.
El producto fue tomado a la mafiana con el estdémago vacio,
al menos diez minutos antes del desayuno o, de olvidarse, a

la tarde antes de ir a la cama y de todos modos al menos dos

horas después de la ultima comida.

Después de las primeras cuatro semanas de tratamiento,
los voluntarios pasaron un periodo de eliminacién (wash-out)
de cuatro semanas iguales al periodo de preadmisién.

Al final del periodo de eliminacién (wash-out), los

voluntarios tomaron una cédpsula por dia de Enterolactis Plus

o placebo por cuatro semanas de conformidad con el disefio

cruzado descrito arriba.

Resumiendo, el estudio implicaba 4 etapas, cada una de

las cuales de una duracién de 4 semanas:

* Etapa de preadmision: los individuos no fueron

sometidos al tratamiento A y tampoco al tratamiento B.

* Tratamiento 1. los individucs fueron sometidos al

tratamiento A o al tratamiento B.

* Wash-out: los individuos no fueron sometidos al

tratamiento A y tampoco al tratamiento B
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. * Tratamiento 2: los individuos fueron sometidos al
|

tratamiento B o al tratamiento A.
|

Los tratamientos A y B pueden ser la composicién de la
|

presente invencidn, en el ejemplo especifico Enterolactis
|

plus, o también el placebo. Al inicio del tratamiento, no se
|

' sabia qué tomaria el individuo; sélo al final del
|
tratamiento, cuando el estado de ciego fue revelado, se
| g |
| conocld la secuencia de consumo,
||
|
|

Examenes y recoleccién de muestras.
|

Al 1inicioc cada voluntario fue instruido sobre cémo
|

seguir todo el procedimiento, el cual implicaba un total de
|

3 reuniones por voluntario.

Durante la primera reunidén, del voluntario se obtuvo su
|
consentimiento informado y sus datos personales. Ademas, el
voluntario recibié informacién general sobre cémo debia ser
llevado a cabo el estudio y fue instruido sobre los cambios

en la dieta a aplicar en las siguientes 4 semanas de la
preadmisidn (prohibicidén de

consumir los productocs

especificados con anterioridad).
I

Después de 4 semanas, el

voluntario fue a la segunda reunién con la muestra fecal
(muestra TO), recolectada, durante las precedentes 24 horas,

en un contenedor especial entregado durante la primera

reunioén.

Para asegurar una optima preservacién, las muestras

fecales fueron conservadas a temperatura ambiente y llevadas
{

al laboratorio dentro de las 24 horas.

Ademas, durante la segunda reunién el wvoluntario

recibié el producto probidético (o placebo) a tomar durante

las proximas 4 semanas. Ademds, el voluntario fue instruido

sobre cémo tomar el producto.




Al final de las 4 semanas de tomar el producto (o
placebo),

el wvoluntario fue a la tercera reunidén con otra

muestra fecal (muestra T1)

recolectada durante las 24 horas
precedentes.

Durante la tercera reunidn, el voluntario contesté a un

cuestionario sobre los posibles efectos, tanto benéficos
come no deseados, consiguientes del consumo del producto.

Luego, el voluntario fue instruidoc acerca de las

préximas 4 semanas, durante las cuales nuevamente no deberia

tomar los productos mencionados con anterioridad.

Al final de esas 4 semanas, el voluntario fue a la cuarta

reunidén con una muestra fecal

(muestra T2) y recibid el

producto probidtico (o.placebo) a tomar durante las préximas

4 semanas.

Finalmente, después de 4 semanas de tomar el producto
(0 placebo), el voluntario fue a la quinta reunién para

entregar la ultima muestra fecal (muestra T3).

Durante esta Gltima reunidén, el voluntario ha

contestado a un cuestionario andlogo al recibido durante la

tercera reunién.

Todas las muestras fecales recolectadas fueron

conservadas a -20°C por un periodo no inferior a 7 dias antes
de ser sometidas al andlisis de la microbiota.

Analisis de la microbiota fecal

La microbiota fecal

fue evaluada analizando la

secuencia nucleotida de porciones del gen codificador de la

subunidad ribosomal bacteriana rRNA 16S. Mas en particular,
fue

adoptado una estrategia metagendémica; la cual
sucintamente,

consiste en las siguientes etapas:

l.extraer, cuantificar y normalizar el DNA metagendémico




proveniente de las muestras fecales;

2.amplificar la regidén hipervariable V3 del gen

bacteriano codificador del 16S rRNA mediante PCR;

.cuantificar los productos de PCR;

. secuencilar los productos de amplificacién;
.analizar bioinformdticamente las secuencias.

Los procedimientos de conformidad con las etapas 1 y 3
son técnicas muy conocidas en el sector y, por ende, se llevan

a cabo con los protocolos usados normalmente en este campo.

Por ejemplo, los métodos descritos en los manuales de

laboratorio como aquellos de Sambrook et al. 2001, o Ausubel
et al. 1994. La etapa 2 de amplificacién de la region V3 de
los genes RNA ribosomal 168 fue llevada a cabo por medio de

la técnica de amplificacién del DNA conocida como PCR, usando

Probic Uni 5" ~-CCTACGGGRSGCAGCAG-3’ (SEQ ID NO: 1) vy

Probioc Rev 5’'-ATTACCGCGGCTGCT-3’ (5EQ ID NO: 2) como

oligonucledétidos (cebadores o primers).

En particular, el par de primers SEQ ID No: 1 y 2

amplifica la regidén V3 del gen rRNA 16S.

La etapa 4 puede ser llevada a cabo con las técnicas
conocidas en el sector para tal fin, por ejemplo técnicas
basadas en el método de Sanger, pirosecuenciacién o método
de secuenciacién de Ion Torrent Fusion Primers usado en el
ejenplo especifico de la presente invencién de conformidad
con el protocolo descrito en la seccién materiales y métodos

del articulo cientifico de Milani et al. (2013).

En el caso de la técnica de Ion Torrent, los primers son

proyectados y sintetizados de manera de incluir, en la

extremidad 5', una de las dos secuencias adaptadoras usadas

en esta especifica técnica de secuenciaciédn de DNA. En este




caso, las secuencias adaptadoras fueron SEQ ID NO: 1 y 2.

Las condiciones bajo las cuales fue llevada a cabo la
PCR son las siguientes:

*5 minutos a 95°C;

* 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 90 segundos a
72°C por 35 ecilclos;

*10 minutos a 72°C.

Al final de la PCR fue verificada la integridad de lo
amplificado'mediante electroforesis.

La etapa 5 del método, necesaria para caracterizar las
comunidades microbianas, puede ser llevada a cabo con
numerosas técnicas conocidas en la actualidad para este fin.
En el caso especifico se usd el andlisis de agrupamiento
jerdrquico, andlisis taxondmico Y construcciodn de
dendogramas filogenéticos con mapas de calor de conformidad
con el protocolo descrito en la seccidn materiales y métodos
del articulo cientifico de Milani et al. (2013); mas en

particular, el andlisis de datos de secuencia fue llevado a

cabo usando el software QIIME.

Anadlisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico fue llevado a cabo usando el
software STATISTICA (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma,
EE-: T« J -

Para detectar diferencias significativas, los datos
fueron analizados wusando métodos estadisticos tanto
paramétricos (ANOVA multivariado e invariado de medidas
repetidas) como  no paramétricos (Wald-Wolfowitz Y
Mann-Whitney) .

La normalidad de la serie de datos (importante para

ANOVA) fue evaluada por medio de los tests de Shapiro - Wilk
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y Kolmogorov-Smirnov.

Resultados del tratamiento

El estudio fue 1llevado a cabo por un total de 22
individuos (11 mujeres y 11 hombres).
Al comienzo fueron admitidos treinta y tres individuos,

pero 1l de ellos se retiraron antes de tiempo por distintos

motivos: consumo de antibiodticos (4), no querer seguir el

estudio (1), frecuentes episodios de diarrea (1), consumo de
otros probidticos durante el periodo de estudio (3), cambio
drastico de las costumbres alimenticias (1), Yy gripe

estacional con episodios de diarrea (1).

A la conclusién del estudio y finalizacioén del andlisis
de los resultados de ios dos tratamientes, se descubrid lo
oculto y se observé que el tratamiento A era el tratamiento
activo, que contenia Lactobacillus paracasei DG; el
tratamiento B era el placebo, exteriormente igual al
tratamiento activo, pero sin lactobacilos.

Cuando se analizaron los datos obtenidos del estudio,

se observd una elevada estabilidad, desde el punto de vista

taxondémico, de la microbiota intestinal de los participantes

al estudio.
En efecto, se ha hallado que:

*Dos divisiones bacterianas de las 15 identificadas, es
decir Bacteroidetes y Firmicutes, constituyen mas del

90% de las secuencias;

*11 familias de las 131 identificadas constituyen mas del

90% de las secuencias; vy

* 20 géneros de 10s.262 identificados constituyen més del

90% de las secuencias.

Ademds, este estudio confirmé que la microbiota
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intestinal humana a niveles taxondémicos inferiores (es decir
a los niveles de familia y género) es altamente variable de
un individuo a otro.

Por lo tanto, la evidencia experimental demostré la
necesidad de llevar a cabo, sobre una poblacién sana,
experimentos de intervencidn cruzada para impedir la marcada
variabilidad intraindividuos de esconder los posibles
efectos del tratamiento probidético o conducir a falsos
positivos estadisticos.

Cuando fueron evaiuadas las modificaciones inducidas en
la microbiota intestinal por los dos tratamientos, surgié una
diferencia estadisticamente significativa en términos de
géneros exclusivamente en el grupo que recibié el tratamiento
con Lactobacillus paracasel DG (tratamiento activo). Mas en
particular, se observé un aumento del género Coprococcus. En
efecto, como se puede notar en las figuras 1.1, 2.1 vy
2.2,antes y después del tratamiento con Lactobacillus
paracasei DG se obgervé un aumento estadisticamente
significativo de coprococci. Por el contrario, se observéd una
moderada reduccidén de los mismos en el grupo que recibié el
tratamiento con placebo.

Ademas, después del tratamiento con Lactobacillus
paracasei DG, se ha observado una reduccidén estadisticamente
significativa de bacterias del género Blautia. Por el
contrario, en el grupo que recibid el tratamiento con placebo
se ha observado un ligero aumento (figuras 1.2, 2.1 y 2.2).

Los coprococci se hallan entre los principales
productores de butirato a nivel intestinal.

El butirato es un compuesto fundamental a nivel

intestinal, puesto que por un lade contribuye a restablecer




la integridad funcional de la mucosa
|
|
|

intestinal vy a

mantenerla a lo largeo del tiempo vy,

por otro lado, tiene

importantes efectos antiinflamatorios, hasta el punto que se
|

usa como un coadyuvante para tratamientos dietéticos para
|
|

, colopatias intestinales (por ejemplo, enfermedades
|

|

: intestinales inflamatorias crénicas).

{

|

2 Ademas, un andlisis de sus genomas revela que esas
II

: bacterias

pueden usar succinato
|

como substrato de
fermentacidn.
|

Esta informacién es fundamental, en consideracidn del
|

hecho que los miembros del género Blautia generan acetato Y

succinato

como productos finales principales de 1la
fermentacion de glucosa.

El succinato es considerado un factor ulcerdgeno, por

ende capaz de agravar la condicidn de individuos con colitis
; ulcerosa, puesto que es el probable responsable del dafio

mucosal presente sobre tode en las etapas activas de la

enfermedad.

|
En conclusidn, como consecuencia del tratamiento con un

probidtico, en este

caso como

consecuencia de la

suministracién de Lactobacillus paracasei DG, se observa un
incremento de las bacterias

pertenecientes al género

Coprococcus y, por ende, un incremento de la concentracién

intestinal de butirato.

Al mismo tiempo, se observa una reduccidén de la

concentracion de succinato, el cual puede ser responsable del

dano mucosal de individuos con colitis ulcerosa, de manera
directa,

porque como consecuencia del tratamiento con el

probkidtico, en este caso como consecuencia de la

suministracién de Lactobacillus paracasei DG, se tiene una




reduccion de las bacterias pertenecientes al género Blautia,
y, de manera indirecta, porgue la aumentada poblacidén de
coprococci ademas es capaz de disminuir la concentracién de
succinato uséandolo como substrato en su proceso de
fermentacién.

En conclusién, como consecuencia del tratamiento con el
probidtico, en el ejemplo especifico como consecuencia de la
suministracién de Lactobacillius paracasei DG, se tiene un
aumento de la concentracidén de acido butirico en las heces
de los individuos, con una simultédnea reduccidédn de otros
acidos organicos, como por ejemplo &cido succinico.

Finalmente se usaron los datos correspondientes a la
composicién de microbiota fecal para un analisis
bioinformadtico orientado a una reconstruccidén virtual del
metagenoma basada en el conocimiento de los genomas
bacterianos (Okuda S, Tsuchiya Y, Kiriyama C, Itoh M,
Morisaki H. Virtual metagenome reconstruction from 16S rRNA
gene sequences. Nat Commun. 2012;3:1203); en otros términos
se establecidé in silico cuales genes potenciales estan
presentes y en qué abundancia en una determinada microbiota.
Este andalisis permitid verificar un incremento putativo de
los genes codificadores para la sintesis de &cido félico y
el metabolismo del &cide nicotinico (figuras 3 y 4). Esas dos
moléculas representan vitaminas importantes para el huésped
humano (denominadas vitamina B9 y B3 respectivamente). La
vitamina B9, en particular, representa un factor nutricional
de primaria 1importancia, cuyo déficit, especialmente en
condiciones fisiologicas especificas, como por ejemplo
embarazo, puede conducir a graves consecuencias para la

salud. El tratamiento con el probidtico usado en este
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‘ . estudio, por lo tanto, podria favorecer la habilidad de 1la
micrchiota intestinaléaproducir acido félico (vitamina B9),

con consiguiente beneficio nutricional para el huésped

| humano.

S



NOVEDAD DE LA INVENCION
Habiendo descrito la presente invencién se considera como
novedad y por lo tanto se reclama como propiedad lo descrito
en las siguientes reivindicaciones:

1l.- Emplec de una composicién que comprende al mencs una
bacteria del género Lactobacillus de la especie paracasei
para aumentar la produécién intestinal directa e/o indirecta
de acido butirico y/o sus sales, y/o acido félico y/o sus
sales, y/o niacina y/o sus sales y/o para disminuir la
produccién intestinal directa e/o indirecta de Acido
succinico y/o sus sales.

2.- Emplec segin la reivindicacidn 1 para reducir la
proliferacién intestinal de microorganismos patdgenos, y/o
para promover la integridad de la mucosa intestinal, y/o para
promover los procescs ae reparacidén de lesiones intestinales
mediante dicho aumento directo e/o indirecto de la produccién
intestinal de &cido butirico y/o sus sales y/o mediante dicha
disminucién directa e/o indirecta de la produccién
intestinal de acido succinico y/o sus sales.

3.- Composicidn que comprende al menos una bacteria del
género Lactobacillus de la especie paracasei para ser
empleada en el tratamiento y/o la prevencién de una condicién
patoldgica intestinal dependiente del butirato y/o del
succinato.

4.- Composicién segun la reivindicacién 3, donde dicha
condicién patoldgica intestinal es seleccionada entre:
diarrea, inflamacidén intestinal, colitis ulcerosa, atrofia
gastrica, diverticulo intestinal, estencsis, obstrucciones
y neuropatia diabética.

5.- Empleo segun la reivindicacién 1 o 2, o composicidn




—1
seguin la reivindicacidén 3 o 4, donde dicho Lactobacillus es
la cepa Lactobacillus paracasei DG.

6.- Empleo segln una cualquiera de las reivindicaciones
l, 2 y 5, donde dicho aumento directo e/o indirecto de la
produccidn intestinal de 4cido butirico y/o sus sales, y/o
acido folico y/o sus sales, y/o niacina y/o sus sales y/o
dicha disminucidén directa e/o indirecta de la produccién
intestinal de acido succinico es atribuible a la microbiota
intestinal, preferentemente es atribuible a bacterias del
género Coprococcus y/o Blautia.
7.- Empleo segln una cualquiera de las reivindicaciones
l, 2, 5y 6, donde dicho aumento directo e/o indirecto de la
produccidédn intestinal de 4acido butirico y/o sus sales es
atribuible a bacterias del género Coprococcus, y/o dicha
disminucién directa e/o indirecta de 1la produccién
| intestinal de acido succinico es atribuible a bacterias del

. género Blautia.

8.- Empleo segin una cualquiera de las reivindicaciones

, 1, 2, 5-7, o composicién segin la reivindicacién 3 o 4, donde

dicha al menos una bacteria del género Lactobacillus de la
especle paracasel es una bacteria viva o muerta, o bien un

1 lisato o un extracto bacteriano.

9.- Empleo segun una cualquiera de las reivindicaciones
1, 2, 5-8, o composicidén segun una cualguiera de las
reivindicaciones 3, 4 u 8, donde dicha composicién es para
la suministracién oral, preferentemente bajo forma de
pastillas, capsulas, comprimidos, polvo granular, capsulas
duras, gréanulos solubies en agua, sobrecitos o pildoras.

10.- Empleo segun una cualquiera de las reivindicaciones

1, 2, 5-9, o composicién segin una cualquiera de las




. T T ey

reivindicaciones 3, 4, 8 o 9, donde dicha composicién ademas
|
comprende fibras dietéticas que tienen actividad prebiética,
|

preferentemente FOS, inulina o goma guar, o comprende otras
|

| substancias tales como vitaminas, oligoelementos vy/o
|

enzimas.
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Figura 3
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente i1nvencidén se refiere al empleo de una
composicién que comprende bacterias para aumentar la
produccidn intestinal de Acido butirico, acido félico o
niacina y/o para disminuir la produccién intestinal de
acido succinico.

Ademas, la presente invencién se refiere al empleo de
dicha composicidén para el tratamiento y/o la prevencién de
una condicién patolégica intestinal dependiente del
butirato y/o del succinato. FEn particular, para el
tratamiento y/o la prevencién de inflamacién intestinal,

diarrea, colitis ulcerosa o colopatias intestinales.
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