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(57) Abstract: The present invention relates to a strain of the Bacteroides genus, preferably the B.uniformis CECT 7771 strain, for
use in the prevention of or reduction in the risk of, and in the treatment of, subclinical or clinical forms of eating behaviour disorders
such as hyperphagia, binge-cating disorder, addictive or selective consumption of food, bulimia nervosa, anorexia nervosa, the anxiety
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(57) Resumen; La presente invencion se refiere a una cepa del género Bacteroides, preferiblemente a la cepa B. uniformis CECT 7771,
para uso en la prevencion o reduccion del riesgo y en el tratamiento de formas sub-clinicas o clinicas de trastornos del comportamiento
alimentario, tales como hiperfagia, el trastorno por atracon, la ingesta adictiva o selectiva de alimentos, la bulimia nerviosa, la anorexia
nerviosa, la ansiedad asociada a alteraciones de la conducta alimentaria y la megarexia. La presente invencion también se refiere a una
composicion que comprende dicha cepa para el mismo uso.
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DESCRIPCION

Cepa del género Bacteroides para su uso en el tratamiento y/o prevencion de

trastornos alimentarios

La presente invencion se refiere a una bacteria del género Bacteroides y, méas
especificamente, de la especie y la cepa B. uniformis CECT 7771 para su uso en la
prevencion, reduccion del riesgo y/o el tratamiento de formas sub-clinicas o clinicas de
trastornos de la conducta alimentaria, incluyendo el exceso de ingesta o hiperfagia, el
trastorno por atracon, la ingesta adictiva o selectiva de alimentos, la bulimia nerviosa y
la anorexia nerviosa, entre otros. La presente invencion se encuadra dentro del campo
de la actividad terapéutica de composiciones o preparaciones farmacéuticas, asi como
dentro del campo de la alimentacién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los trastornos de la conducta alimentaria se caracterizan por una falta de control sobre
la ingesta de alimentos. Estas alteraciones pueden conllevar un aumento de la ingesta
y, por tanto, contribuir a la obesidad y sus complicaciones, asi como derivar en un
comportamiento compulsivo o adictivo, contribuyendo al desarrollo de patologias
mentales. Su origen es complejo, interviniendo factores biolégicos, psicologicos y
socioculturales y, por tanto, también su tratamiento y prevencion.

Los trastornos de la conducta alimentaria, relacionados con el consumo excesivo y/o
descontrolado de alimentos, estan aumentando y muestran una prevalencia que varia
desde un 5% en la poblacién general hasta mas del 40% en los individuos obesos, lo
que agrava las consecuencias de la obesidad (Lemeshow AR, et al. Eat BehavDec;
(2016) 23:110-114). Estas alteraciones del comportamiento alimentario también estan
asociadas con otros trastornos mentales, con el abuso de sustancias, y a menudo se
presentan conjuntamente (por ejemplo, la bulimia y abuso del alcohol), incrementando
la dimension del problema (Munn-Chernoff MA, et al. Addict Biol. (2020) Feb 16: €12880.
doi: 10.1111/adb.12880). Estas asociaciones sugieren que estas patologias mentales
pueden tener un sustrato etio-patologico comun. Ademas, estudios epidemiolégicos han

asociado las alteraciones del comportamiento alimentario con otros trastornos
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psiquiatricos como la ansiedad, entre otros (Levin BE. Am J Physiol. (1996) Feb;270(2
Pt 2):R456-61).

En el control de la ingesta alimentaria intervienen dos componentes: los aspectos
homeostaticos relacionados con el balance energético y los hedénicos, relacionados
con la sensacion de placer 0 recompensa que provoca la ingesta de alimentos. El
objetivo principal del componente homeostatico es cubrir las necesidades energéticas
para mantener las funciones vitales del organismo. Diferentes hormonas que se
producen en el tracto gastrointestinal y tejidos periféricos, como el péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1), la insulina, la grelina, la leptina, la colecistoquinina o el péptido YY
regulan el equilibrio energético y la sensacién de hambre o saciedad (Cummings, D.E.
and J. Overduin. J Clin Invest, (2007) 117(1), 13-23). A nivel del sistema nervioso
central, el hipotalamo es una de las areas cerebrales mas importantes para la regulacion
de la ingesta alimentaria a corto y largo plazo mediante la sintesis de neuropéptidos
orexigénicos, como el neuropéptido Y (NPY) y el “agouti-related peptide” (AgRP), y los
neuropéptidos anorexigénicos, como el transcrito regulado por la cocaina y las
anfetaminas (CART) y la propiomelanocortina (POMC), entre otros (Arora, S. and
Anubhuti, Neuropeptides, (2006) 40(6), 375-401).

Entre los componentes que regulan el aspecto hedénico de la ingesta de alimentos, uno
de los principales es el sistema dopaminérgico. El principal neurotransmisor asociado
con la respuesta de recompensa en el sistema mesolimbico es la dopamina (DA) y es
crucial para el "deseo" de ingerir comida (Tindell, A.J., et al. Eur J Neurosci, (2005)
22(10), 2617-34). Las neuronas DA se proyectan al estriado, corteza, hipotalamo y
sistema limbico, incluyendo el nicleo accumbens (NAc) y regulan diferentes funciones
fisioldgicas, incluyendo la secrecién de hormonas, asi como la motivacion y las
emociones (Tritsch, N.X., and Sabatini, B. L., Neuron (2012) 76, 33-50). El estudio de
la neurobiologia del circuito de recompensa se ha centrado en el NAc ya que la mayoria
de las drogas de abuso liberan DA en el NAc cada vez que se toman (Wise, R.A., etal.,
Psychopharmacology (Berl), (1995) 120(1), 10-20) y se ha observado un efecto similar
en modelos animales que se alimentan con alimentos sabrosos o apetecibles (Bassareo,
V. and G. Di Chiara, Eur J Neurosci, (1999) 11(12), 4389-97).

Evidencias cientificas indican que existe una comunicacion bidireccional entre el
intestino y el cerebro (llamado eje intestino-cerebro) que esta regulada por sefiales
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hormonales, inmunolégicas y neurales. El microbiota intestinal actiia como regulador del
llamado eje intestino-cerebro y, a través de las interacciones con la dieta, e influye en el
sistema nerviosos central y en el comportamiento, como se ha demostrado en estudios
de intervencién con probidticos o antibiéticos que modifican la microbiota, sobre todo en
animales de experimentacion (Rodgers R. J. Pharmacology Biochemistry and Behavior
(2010) 97(1), 3-14). En cuanto a su funcion en la regulacion del componente
homeostatico que regula la ingesta, algunos estudios sugieren que la microbiota
intestinal y los metabolitos producidos por esta (acidos grasos de cadena corta) pueden
estimular la produccién de hormonas gastrointestinales, como el GLP-1 y el PYY, y
reducir el apetito a corto plazo (Cummings, D.E. and J. Overduin. J Clin Invest (2007)
117(1), 13-23). Sin embargo, se desconoce en gran medida su posible funcion en el
control de los aspectos hedénicos de la ingesta, asi como en complicaciones mentales
asociadas a los trastornos alimentarios.

Debido al aumento continuado de la prevalencia de alteraciones del comportamiento
alimentario, resulta necesario continuar con la bisqueda de estrategias preventivas y
terapéuticas eficaces. Estas pueden estar basadas en nuevas cepas bacterianas, que
sean parte de la microbiota intestinal de individuos sanos, y en sus moléculas activas,
gue medien en la relacion intestino cerebro y que puedan actuar sobre vias neurales
implicadas en el control del componente heddnico y los sistemas de recompensa que
regulan la ingesta de alimentos, como se propone en la presente invencién.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere en un primer aspecto a una cepa bacteriana del género
Bacteroides (en adelante, cepa de la invencidn), o a una cepa derivada de ella, para su
uso en la prevencion, reduccién del riesgo y/o el tratamiento de formas sub-clinicas y

clinicas de trastornos de la conducta alimentaria.

En una realizacién mas preferida, la cepa bacteriana para su uso es una cepa de la

especia B. uniformis.

En una realizacion ain mas preferida, la cepa bacteriana para su uso es la cepa B.
uniformis CECT 7771.
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Los trastornos de la conducta alimentaria son alteraciones derivadas de una falta de
control sobre la ingesta de alimentos, incluyendo la hiperfagia o exceso de ingesta, el
trastorno por atracon, la ingesta adictiva o selectiva de alimentos, la bulimia nerviosa y

la anorexia nerviosa, entre otros.

En una realizacion preferida de la invencion, el trastorno de la conducta alimentaria es
seleccionado de la lista que comprende: ingesta excesiva o hiperfagia, el trastorno por
atracon, la ingesta adictiva o selectiva de alimentos, la bulimia nerviosa, la anorexia

nerviosa, ansiedad asociada a alteraciones de la conducta alimentaria y megarexia.

Los inventores han descubierto que el género Bacteroides y mas especificamente la
especie B. uniformis y la cepa B. uniformis CECT 777 presenta capacidad de reducir la
ingesta de calorias totales y la cantidad de comida solida en forma de atracén en un
modelo animal. Episodios de ingesta en forma de atracdn (ingesta excesiva en un corto
periodo de tiempo) son caracteristicos de la hiperfagia, el llamado trastorno por atracén,
la ingesta adictiva o selectiva de alimentos y la bulimia nerviosa y también se producen
en la anorexia nerviosa, en la que se pueden alternar periodos de ayuno con episodios
puntuales de ingesta en forma de atracon. Este efecto se ha demostrado (tal y como se
muestra en los ejemplos proporcionados en la invencion) mediante la administracién de
la cepa B. uniformis CECT 7771 por via oral a un modelo animal en el que se induce la
pérdida de control de la ingesta y la ingesta por atracon mediante la introduccién de
periodos intermitentes de ayuno y posterior exposicion a comida normal y/o comida
sabrosa (por ejemplo, alta en azlicares como la sacarosa). Los estudios realizados han
demostrado que al final del protocolo (18 dias) el grupo experimental que ha recibido el
vehiculo come mas calorias totales en el periodo de atracén que el grupo experimental
que ha sido tratado con B. uniformis CECT 7771, que atenua esta alteracion en la
ingesta. También se ha observado que la administracion de B. uniformis CECT 7771
durante el estudio reduce, especialmente, la ingesta de alimento sélido en forma de
atracon, ya que mientras que en el grupo que recibid el vehiculo aumentd
significativamente la ingesta de comida soélida entre el dia 2 y el dia 18, en el grupo que
recibié la cepa CECT 7771 no se observé un aumento significativo, sugiriendo que esta
bacteria atenta el aumento de ingesta de comida soélida inducido por el ayuno
intermitente (Ejemplo 1, Figura 1B)..

Los inventores también han demostrado que una cepa del género Bacteroides reduce
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la ansiedad asociada a alteraciones en el control de la ingesta de alimentos, tanto en el
periodo de actividad y, por tanto, de blsqueda de alimentos e ingesta (nocturno), como
en periodo de descanso (luz). En concreto, los inventores han demostrado que la
bacteria B. uniformis CECT 7771, cuyo uso es el objeto de la invencién, reduce el
namero de entradas a la zona clara en el test light-dark, que estan aumentadas en el
modelo que recibe el vehiculo, indicando que reduce la ansiedad y el comportamiento
arriesgado durante el periodo de actividad Ademas, se demuestra que la administracion
de la bacteria B. uniformis CECT 7771 reduce el tiempo de latencia a entrar en contacto
con el alimento, que estd aumentado en el modelo, mediante el test de ansiedad frente
a hambre realizado en el periodo de descanso. (Ejemplo 2, Figura 2D).

Tal y como se demuestra en la presente invencion, el uso de la bacteria B. uniformis
CECT 7771 permite restablecer la expresion de los receptores de dopamina en la
corteza prefrontal del cerebro (D1R) y en el intestino (D1R y D2R). La mejora de la
sefalizacidon de dopamina a nivel del sistema nervioso entérico y central, mediante la
normalizacién de la expresion de estos receptores, constituye un mecanismo de
regulacion del sistema de recompensa, que puede explicar la reduccion de la ingesta en
forma de atracon, como resultado de la administracién de la bacteria.

Adicionalmente, el uso de la bacteria B. uniformis CECT 7771 permite restablecer
algunas de las alteraciones causadas por el ayuno intermitente en la microbiota
intestinal, como la reducciéon de la abundancia de Muribaculum spp. ya que sus
concentraciones se normalizan al administrar la bacteria objeto de la patente. Ademas,
la administracién de B. uniformis CECT 7771 aumenta la prevalencia y abundancia de
ésta y otras especies bacterianas (Akkermanisa muciniphila y Christensenella minuta)
gue pueden explicar sus efectos beneficiosos sobre la ingesta y la ansiedad (Ejemplo 4,
Figura 5).

En el ambito de la presente invencion, la cepa B. uniformis CECT 7771 se refiere a una
cepa aislada de heces de lactantes, identificada y depositada en la coleccion espariola
de cultivos tipo (CECT) el 21 de Julio de 2010 y a la que le correspondié el nimero de
depdsito CECT 7771. La direccion de dicha Autoridad Internacional de depdsito es:
Universidad de Valencia Edificio de investigacion Campus de Bujassot 46100 Burjassot
(Valencia).

En el &mbito de la invencién, es posible utilizar una cepa derivada de la cepa B. uniformis
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CECT 7771, donde dicha cepa mantiene o mejora las capacidades descritas a lo largo
de la presente invencidn. El microorganismo derivado puede producirse de forma natural
0 bien de forma intencionada, por métodos de mutagénesis conocidos en el estado de
la técnica como por ejemplo, pero sin limitarse, el crecimiento del microorganismo
original en presencia de agentes mutagénicos o causantes de estrés, madificando las
condiciones de crecimiento (por ejemplo, aumentando la aireacion o exposicion al
oxigeno, el pH o la temperatura) o mediante ingenieria genética dirigida a la modificacion
de genes especificos. Segln una realizacidn preferida, se utiliza una cepa derivada de
la cepa B. uniformis CECT 7771 generada por adaptacién al entorno o por modificacion
genética dirigida. Los términos “cepa mutante” o “cepa derivada” pueden ser utilizados

indistintamente.

La cepa B. uniformis CECT 7771 o cualquier mutante o derivado de la misma,,puede
ser utilizada en cualquier forma que ejerza los efectos descritos, como por ejemplo,
segun una realizacion preferida de la presente invencion, la cepa B. uniformis CECT
7771 esta en forma de células viables (cultivables 0 no cultivables), o segun otra
realizacion preferida de la invencion la cepa esta en forma de células no viables (células
“muertas” inactivadas por cualquier técnica conocida en el estado de la técnica como
por ejemplo, pero sin limitarse, calor, congelacién, disrupcién mecanica o quimica o

radiacion ultravioleta).

En la presente invencién también se contempla la combinaciéon de los componentes
celulares, metabolitos, moléculas secretadas o cualquiera de sus combinaciones,
obtenidos a partir de la cepa CECT 7771 para su uso en el tratamiento (de formas sub-
clinicas o clinicas) y/o en la reduccién del riesgo y prevencion de trastornos de la
conducta alimentaria.

Entre los componentes celulares de la bacteria se podrian incluir los componentes de la
pared celular (como, por ejemplo, pero sin limitarse, peptidoglicano), los &cidos
nucleicos, los componentes de la membrana, u otros como proteinas, lipidos e hidratos
de carbono y sus combinaciones, como lipoproteinas, glicolipidos o glicoproteinas. Los
metabolitos incluyen cualquier molécula producida o modificada por la bacteria como
consecuencia de su actividad metabolica durante su crecimiento, su uso en procesos
tecnolégicos (por ejemplo, pero sin limitarse, procesos de elaboracion de alimentos o
farmacos), durante el almacenamiento del producto o durante el transito gastrointestinal.
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Ejemplos de estos metabolitos son, pero sin limitarse, los &cidos organicos e
inorganicos, proteinas, péptidos, aminoacidos, enzimas, lipidos, hidratos de carbono,
lipoproteinas, glicolipidos, glicoproteinas, vitaminas, sales, metales o acidos nucleicos.
Las moléculas secretadas incluyen cualquier molécula exportada o liberada al exterior
por la bacteria durante su crecimiento, su uso en procesos tecnoldgicos (por ejemplo,
de elaboracion de alimentos o farmacos), el almacenamiento del producto o el transito
gastrointestinal. Ejemplos de estas moléculas son, pero sin limitarse, acidos organicos
e inorganicos, proteinas, péptidos, aminoacidos, enzimas, lipidos, hidratos de carbono,
lipoproteinas, glicolipidos, glicoproteinas, vitaminas, sales, metales o &cidos nucleicos.

Un segundo aspecto de la invencion se refiera a una composicion, de aqui en adelante
“composicion de la invencion’, que comprende una cepa del género Bacteroides, mas
preferiblemente de la especie Bacteroides uniformis y aun mas preferiblemente la cepa
B. uniformis CECT 7771, una cepa derivada de ella y/o los componentes celulares,
metabolitos, moléculas secretadas de la cepa o cualquiera de sus combinaciones para
SU uso en la prevencion, reduccion del riesgo y/o el tratamiento de formas sub-clinicas
o clinicas de trastornos de la conducta alimentaria.

Preferiblemente, los trastornos de la conducta alimentaria son los descritos en el primer

aspecto de la invencion.

En una realizacién preferida, la composicién de la invencién para su uso tiene una
concentracién de la cepa de la invencién de entre 10* y 10" unidades formadoras de
colonias (ufc) por gramo o mililitro de composicién final.

La composicion de la invencion para su uso ademas puede comprender al menos otro
microorganismo adicional diferente a la cepa B. uniformis CECT 7771 y/o sus
componentes celulares, metabolitos 0 moléculas secretadas, o cualquier combinacion
de los mismos. Por ejemplo, pero sin limitarse, el microorganismo adicional que puede
formar parte de dicha composicion es seleccionado entre al menos uno de los siguientes
grupos:

- al menos una cepa de otra especie del género Bacteroides y, especialmente, o
de la especie Bacteroides uniformis;

- al menos una bacteria lactica o bifidobacteria de origen intestinal, alimentario o
ambiental. La bacteria lactica se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse,
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una bacteria del género Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Propionibacterium, Leuconostoc, Weissella, Pediococcus o Streptococcus;

- al menos una cepa de otros grupos filogenéticos, géneros o especies de
procariotas de origen intestinal, alimentario o ambiental, como por ejemplo pero sin
limitarse a Archaea, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia, Fusobacteria, Metanobacteria, Spirochaetes, Fibrobacteres,
Deferribacteres, Deinococcus, Thermus, Cianobacteria, Methanobrevibacterium,
Peptostreptococcus, Ruminococcus, Coprococcus, Subdolingranulum, Dorea, Bulleidia,
Anaerofustis, Gemella, Roseburia, Catenibacterium, Dialister, Anaerotruncus,
Staphylococcus, Micrococcus, Propionibacterium, Enterobacteriaceae,
Faecalibacterium,  Bacteroides,  Parabacteroides, Prevotella, = Eubacterium,
Akkermansia, Bacillus, Butyrivibrio, Christensenella o Clostridium;

- al menos una cepa de hongo o levadura, como, por ejemplo, pero sin limitarse,
perteneciente al género Saccharomyces, Candida, Pichia, Debaryomyces, Torulopsis,
Aspergillus, Rhizopus, Mucor o Penicillium.

Dicho microorganismo adicional puede ser una cepa de la misma especie o de diferente
especie 0 grupo taxondmico de microorganismos del que le corresponde a la cepa de
la invencién. Las células que comprende la composicién pueden ser no viables o viables
y estar en cualquier fase del estado de desarrollo o crecimiento (latente, exponencial,
estacionaria, efc.), independientemente de la morfologia que presente. En una
realizacion particular, dicho microorganismo adicional comprende al menos una bacteria
intestinal o una bacteria lactica.

Opcionalmente, en otra realizacién particular, la composicion de la invencién para su
uso puede ademas comprender al menos un componente bioactivo (sustancia activa,
principio activo o agente terapéutico), como son por ejemplo componentes de alimentos,
productos vegetales y/o farmacos.

El término “componente bioactivo” hace referencia a un compuesto con actividad
bioldgica en el &mbito de aplicacion de la patente que pueda mejorar o complementar
la actividad de la cepa Bacteroides de la invenvion (preferiblemente B. uniformis CECT
7771), incluyendo ingredientes o componentes de los alimentos (por ejemplo y sin
limitar: &cidos grasos poli-insaturados, acido linoléico conjugado, prebidticos, fibra,
goma Guar, glucomanano, quitosano, picolinato de cobre, calcio, etc.), otros probidticos,
plantas, extractos o componentes de plantas y farmacos.
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En una realizacién particular, la composiciéon de la invencién es una composicién
farmacéutica. La composicion farmacéutica es un conjunto de componentes que esta
formado al menos por la cepa de la invencion en cualquier concentracién; o al menos
por los componentes celulares, metabolitos, moléculas secretadas de la cepa de la
invencion o cualquiera de sus combinaciones, que tiene al menos una aplicacion en la
mejora del bienestar fisico o fisiolégico o psicoldgico de un sujeto, que implique una
mejora del estado general de su salud o reduccién del riesgo de enfermedad. Dicha
composicion farmacéutica puede ser un medicamento.

El término medicamento tiene un significado mas limitado que el significado de
“composicion farmacéutica’, tal como se define en la presente invencién, ya que el
medicamento implica necesariamente un efecto preventivo o terapéutico. El
medicamento al que se refiere la presente invencién puede ser de uso humano o
veterinario. El “medicamento de uso humano” es toda sustancia o combinacion de
sustancias que se presente como poseedora de propiedades para el tratamiento o
prevencion de enfermedades en seres humanos o que pueda usarse en seres humanos
0 administrarse a seres humanos con el fin de restaurar, corregir o modificar las
funciones fisioldgicas ejerciendo una accion farmacolégica, inmunolégica o metabdlica,
o de establecer un diagnéstico médico. El “medicamento de uso veterinario” es toda
sustancia o combinacion de sustancias que se presente como poseedora de
propiedades curativas o preventivas con respecto a las enfermedades animales o que
pueda administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir 0 modificar sus
funciones fisiologicas ejerciendo una accion farmacoldgica, inmunoldgica o metabdlica,
o de establecer un diagnéstico veterinario. También se consideraran “medicamentos
veterinarios” las “premezclas para piensos medicamentosos” elaboradas para ser

incorporadas a un pienso.

Ademés del requerimiento de la eficacia terapéutica donde dicha composicion
farmacéutica puede necesitar el uso de otros agentes terapéuticos, pueden existir
razones fundamentales adicionales que obligan o recomiendan en gran medida el uso
de una combinacién de un compuesto de la invencién y un componente biactivo, donde
a dicho componente bioactivo se le atribuye una actividad apropiada para constituir un
medicamento. Dicho compuesto de la invencion se refiere obviamente a la cepa de la

invencion, o a la cepa derivada de ella, 0 a los componentes celulares, metabolitos,



10

15

20

25

30

35

WO 2021/255310 PCT/ES2021/070438

10

moléculas secretadas o cualquiera de sus combinaciones, obtenidos a partir de la cepa
de la invencion.

En una realizacion particular, la composicion de la invencion para su uso comprende al

menos un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

El “vehiculo” o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcién del vehiculo
es facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion y
administracion o dar consistencia y forma a la composicion farmacéutica. Por tanto, el
vehiculo es una sustancia que se emplea en el medicamento para diluir cualquiera de
los componentes de la composicién farmacéutica de la presente invencion hasta un
volumen o peso determinado; o bien que aun sin diluir dichos componentes es capaz de
permitir una mejor dosificacion y administracion o dar consistencia y forma al
medicamento. Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable es el diluyente.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion de
cualquiera de los componentes de la composicion de la presente invencidn, estabiliza
dichos componentes 0 ayuda a la preparacion de la composicion farmacéutica en el
sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo hagan mas agradable. Asi pues,
los excipientes podrian tener la funciéon de mantener los componentes unidos como por
ejemplo almidones, azlcares o celulosas, funciéon de endulzar, funcién de colorante,
funcion de proteccion del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la
humedad, funcion de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de
presentacién como, por ejemplo, el fosfato de calcio dibasico, funcién desintegradora
para facilitar la disolucién de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir
otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo. Por tanto, el término
“excipiente” se define como aquella materia que, incluida en las formas galénicas, se
afade a los principios activos 0 a sus asociaciones para posibilitar su preparacion y
estabilidad, modificar sus propiedades organolépticas o determinar las propiedades
fisico-quimicas de la composicion farmacéutica y su biodisponibilidad. El excipiente
“farmacéuticamente aceptable” debe permitir la actividad de los compuestos de la

composicion farmacéutica, es decir, que sea compatible con dichos componentes.

Ademés, como entiende el experto en la materia, el excipiente y el vehiculo deben ser
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farmacol6gicamente aceptables, es decir, que el excipiente y el vehiculo estén
permitidos y evaluados de modo que no cause dafio a los organismos a los que se
administra.

La composicion farmacéutica 0 medicamento de la invencién para su uso se puede
presentar bajo cualquier forma de administracion clinicamente permitida y en una
cantidad terapéuticamente efectiva. Por ejemplo, puede estar en forma adaptada a la
administracion oral, sublingual, nasal, intracatecal, bronquial, linfatica, rectal,
transdérmica, inhalada o parenteral, preferiblemente en una forma adaptada a la
administracion oral. La composicién farmacéutica de la invencion se puede formular en
formas solidas, semisdlidas, liquidas o gaseosas, tales como comprimido, capsula,
polvo, granulo, ungliento, solucién, supositorio, inyeccion, inhalante, gel, microesfera o
aerosol. La forma adaptada a la administracion oral se selecciona de la lista que
comprende, pero sin limitarse, gotas, jarabe, tisana, elixir, suspensién, suspension
extemporanea, vial bebible, comprimido, cépsula, granulado, sello, pildora, tableta,
pastilla, trocisco o liofilizado. En una realizacion particular, la composicion de la
invencién para su uso se presenta en una forma adaptada a la administracion oral,

sublingual, nasal, bronquial, linfatica, rectal, transdérmica, inhalada o parenteral.

En una realizacion mas particular, la composicion farmacéutica de la invencion para su
uso se presenta en una forma adaptada a la administracién oral. La forma adaptada a
la administracion oral se refiere a un estado fisico que pueda permitir su administracion
oral. Dicha forma adaptada a la administracién oral se selecciona de la lista que
comprende, pero sin limitarse, gotas, jarabe, tisana, elixir, suspensién, suspension
extemporanea, vial bebible, comprimido, capsula, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla,
trocisco o liofilizado.

La “forma galénica” o “forma farmacéutica” es la disposicién a que se adaptan los
principios activos y excipientes para constituir un medicamento. Se define por la
combinacién de la forma en la que la composicion farmacéutica es presentada por el
fabricante y la forma en la que es administrada.

En la presente invencién, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva’ se refiere a
aquella cantidad del componente de la composicidon farmacéutica que cuando se
administra a un mamifero, con preferencia un humano, es suficiente para producir la

prevencion y/o el tratamiento, tal como se define mas adelante, de una enfermedad o
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condicién patolégica de interés en el mamifero, con preferencia un humano. La cantidad
terapéuticamente efectiva variara, por ejemplo, segln la actividad de la cepa de la
invencion; de los componentes celulares, metabolitos, moléculas secretadas o
cualquiera de sus combinaciones, en cualquier forma de presentacion; la cantidad
terapéuticamente efectiva variara también segun la estabilidad metabdlica y duracién de
la accion del compuesto; la edad, el peso corporal, el estado general de salud, el sexo
y la dieta del paciente; el modo y el tiempo de administracion; la velocidad de excrecién,
la combinacion de farmacos; la gravedad del trastorno o la condicion patolégica
particulares; y el sujeto que se somete a terapia, pero puede ser determinada por un
especialista en la técnica segun su propio conocimiento y esa descripcion.

Alternativamente a la composicion farmacéutica, la composicién de la invencion para su
uso también puede ser una composicion nutritiva.

El término “composicidn nutritiva” de la presente invencion se refiere a aquel alimento o
componente de los alimentos que, con independencia de aportar nutrientes al sujeto
que lo toma, afecta beneficiosamente a una o varias funciones del organismo, de
manera que proporciona un mejor estado de salud y bienestar. Como consecuencia,
dicha composicion nutritiva puede ser destinada a la prevencion o reduccion del riesgo
y/o tratamiento de una enfermedad o condicion sub-clinica o del factor causante de una
enfermedad. Por tanto, el término “composiciéon nutritiva” de la presente invencion se
puede emplear como sinénimo de alimento funcional o alimento para fines nutricionales
especificos o alimento medicinal.

En una realizacion particular, la composicién nutritiva es un alimento, un suplemento, un
nutracéutico, un probidtico o un simbidtico.

En una realizacion mas particular, el alimento se selecciona de la lista que comprende:
producto lacteo, producto vegetal, producto carnico, aperitivo, chocolate, bebida o
alimento infantil. El producto lacteo se selecciona de la lista que comprende, pero sin
limitarse, producto derivado de leche fermentada (por ejemplo, pero sin limitar yogur o
queso) o no fermentada (por ejemplo, pero sin limitar, helado, mantequilla, margarina,
suero lacteo). El producto vegetal es, por ejemplo, pero sin limitarse, un cereal en
cualquier forma de presentacion, fermentado o no fermentado. La bebida puede ser,
pero sin limitarse, cualquier zumo de frutas o leche no fermentada.
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El término “suplemento”, sinbnimo de cualquiera de los términos “suplemento dietético”,
“suplemento nutricional”; o “suplemento alimenticio” es un “ingrediente alimenticio”
destinado a complementar la alimentacion. Algunos ejemplos de suplementos dietéticos
son, pero sin limitarse, las vitaminas, los minerales, los productos botanicos,
aminoacidos y componentes de los alimentos como las enzimas y los extractos
glandulares. No se presentan como sustitutos de un alimento convencional ni como
componente Unico de una comida o de la dieta alimenticia sino como complemento de

la dieta.

El término “nutracéutico” tal como se emplea en la presente invencion se refiere a
sustancias aisladas de un alimento y utilizadas de forma dosificada que tienen un efecto
beneficioso sobre la salud.

El término “probidtico” tal como se emplea en la presente invencidén se refiere a
microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades adecuadas
promueven beneficios en la salud del organismo hospedador.

El término “simbidtico” tal como se emplea en la presente invencion se refiere a aquellos
alimentos que contienen una mezcla de prebidticos y probidticos. Por regla general
contienen un componente prebidtico que favorece el crecimiento y/o actividad
metabolica y en definitiva el efecto del probiético con el que se combina, como por
gjemplo y sin limitar puede ser la asociacion de la fructooligosacaridos,
galactooligosacaridos o arabino-oligosacaridos a las bifidobacterias.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso de la cepa de la invencién, de
una cepa derivada de ella, de los componentes derivados de ella o la composicién de la
invencion, para la fabricacion de un medicamento, de una composicion nutritiva o de un

alimento.

En la presente invencion, el término “tratamiento” se refiere a combatir los efectos
causados como consecuencia de una enfermedad o condicién patolégica de interés en
un sujeto (preferiblemente mamifero, y méas preferiblemente un humano) que incluye:
(i) inhibir la enfermedad o condicidn patologica, es decir, detener su desarrollo;

(ii) aliviar la enfermedad o la condicién patologica, es decir, causar la regresion de la
enfermedad o la condicién patoldgica o su sintomatologia;
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(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patoléogica.

En la presente invencion, el término “prevencion” se refiere a evitar la aparicion de la
enfermedad, es decir, evitar que se produzca la enfermedad o la condicién patolégica
en un sujeto (preferiblemente mamifero, y mas preferiblemente un humano), en
particular, cuando dicho sujeto tiene predisposicion por la condicion patologica. El
término reduccion del riesgo se refiere a reducir al menos uno de los factores causales

de la condicion patologica.

En la presente invencidn, los trastornos o alteraciones del comportamiento alimentario
incluyen, sin limitar a, la hiperfagia o exceso de ingesta, el trastorno por atracén, la
ingesta adictiva de alimentos, el sindrome del comedor selectivo, la bulimia nerviosa, la

anorexia nerviosa, la megarexia, etc.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con la cepa de invencion, la cepa
derivada de la cepa de invencion, el componente celular, metabolito, molécula secretada
0 cualquiera de sus combinaciones obtenidas a partir de la cepa de invencién, o la
composicion de la invencion, para su uso como coadyuvante en el tratamiento de
condiciones sub-clinicas o clinicas y/o prevencién o reduccion del riesgo de trastornos

o alteraciones del comportamiento alimentario.

En la presente invencion se entiende por “coadyuvante” a aquel compuesto que ayuda
a mejorar la efectividad o eficiencia de otros medicamentos para el tratamiento de los
trastornos o alteraciones del comportamiento alimentario, lo que permitiria reducir su
dosis y/o la frecuencia de administracion o potenciar su eficacia mediante la
administracion de una formulacion de la cepa de la invencidén con mecanismos de accion

complementarios.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Efecto de B. uniformis CECT 7771 sobre la ingesta (calorias totales, comida
sblida y solucién de sacarosa) durante el atracdn en los dias 2 y 18 del experimento, y
el peso corporal en un modelo de trastorno del comportamiento alimentario. Suma de la
ingesta calorica total (kcal) (A), media de la ingesta de comida sdlida (g) (B), media de
la ingesta de sacarosa al 10% (g) (diferencia del peso de los biberones antes y después
del atracon) (C), evolucion del peso corporal (g) (D) en ratas C y ratas IF tratadas o no
con B. uniformis CECT 7771. Abreviaturas de los grupos experimentales: C, grupo
control (n=15), grupo control C-D2 el dia 2 (n=15), C-D18, grupo control en dia 18
(n=15), IF, ratas que ayunaron 12 h diariamente y recibieron vehiculo a través de una
sonda (n = 15), IF-D2 e IF-D18, grupo IF el dia 2 y 18 respectivamente (n=15), IF + B,
ratas que ayunaron 12 h y recibieron una dosis diaria de 1X108 UFC B. uniformis CECT
7771 por sonda (n=15), IF + B-D2 e IF + B-D18, IF + B ratas el dia 2 y 18
respectivamente (n=15 ) Las ratas se pesaron todas las semanas durante el periodo de
estudio (3 semanas). Las diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el grupo C-D2 se indican con un asterisco (*), diferentes de C-D18 se indican con
(#), diferentes de IF-D2 se indican con (&), diferentes de IF + B-D2 se indican con ($),
diferentes de IF-D18 se indican con (@). * p <0.050, *** p <0.0010, ### p <0.0010, & p
<0.050, &&& p <0.0010, $3$ p <0.0010, @@@ p <0.0010.

Figura 2. Efecto de B. uniformis CECT 7771 sobre la ansiedad en un modelo de
trastorno del comportamiento alimentario. Prueba de luz/oscuro o light/dark test (A, B,
C). Numero de entradas en el area clara (A), Latencia para moverse al area clara (s)
(B), Tiempo de permanencia en el area clara (s) (C). Efecto de B. uniformis CECT 7771
sobre la ansiedad después de 18 h de privacion de comida en una prueba de ansiedad
versus hambre (D, E). Latencia para iniciar el contacto con la comida (D), Latencia y
comer (E). Abreviaturas de los grupos experimentales: C, grupo de control (n=15), IF,
ratas que ayunaron 12 h diariamente y recibieron vehiculo por sonda (n=15), IF + B,
ratas que ayunaron 12 h y recibieron una dosis diaria de 1X108 UFC B. uniformis CECT
7771 por sonda (n=15). Las diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el grupo C se indican con un asterisco (*), diferentes del grupo IF se indican con #.
*p <0.050, ** p <0.010.
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Figura 3. Expresion de los receptores de dopamina D1R y D2R en PFCx e intestino en
un modelo de trastorno del comportamiento alimentario. La inmunohistoquimica se
realizé usando anticuerpos contra D1R (A,C) o D2R (B,D). El numero de células D1
positivas (A, C) y células D2 positivas (B, D) se cuantificaron en el PFCx e intestino
delgado. Los valores son la media £ SEM de tres ratas por grupo. Abreviaturas de los
grupos experimentales: C, grupo de control (n = 3), IF, ratas que ayunaron 12 h
diariamente y recibieron vehiculo por sonda (n = 3), IF + B, ratas que ayunaron 12 hy
recibieron una dosis diaria de 1X108 UFC B. uniformis CECT 7771 por sonda (n = 3).
Las diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo C se
indican con un asterisco (*), diferentes del grupo IF se indican con (#). ** p <0.010, *** p
<0.0010, # p <0.050, ### p <0.0010.

Figura 4. Expresion de neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos en el hipotalamo
en un modelo de trastorno del comportamiento alimentario. Efecto de B.uniformis CECT
7771 sobre la expresion relativa de NPY (A), CART (B) AgRP (C), y POMC (D) en el
hipotalamo en un modelo de atracon y adiccion a los alimentos. Abreviaturas de los
grupos experimentales: C, grupo de control (n = 15), IF, ratas que ayunaron 12 h
diariamente y recibieron vehiculo por sonda (n = 15), IF + B, ratas que ayunaron 12 h y
recibieron una dosis diaria de 1X10® UFC B. uniformis CECT 7771 por sonda (n=15).
Las diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo C se
indican mediante asteriscos (*). * p <0.050, ** p <0.010.

Figura 5. Diferencias en la abundancia de unidades taxonémicas operativas (OTUs, del
inglés operational taxonomic units) entre los distintos grupos experimentales. Se
muestran los resultados del andlisis LDA y los valores p del anélisis estadistico. Los
cuatro paneles superiores muestran OTUs que presentan mayores abundancias en el
grupo de control que en los del trastorno alimentario (IF y IF + B). Los paneles restantes
muestran las OTUs que fueron mas abundantes en los grupos de animales con trastorno
del comportamiento alimentario (IF e IF +B) que en los controles. Las diferencias
estadisticamente significativas encontradas en el grupo IF+B en comparacién con el
grupo IF se destacan con un asterisco rojo. El color del grupo de la leyenda corresponde
a los siguientes grupos experimentales: amarillo-controles; azul: modelo de trastorno
alimentario al que se administré vehiculo; naranja: modelo de trastorno alimentario al
que se administré B. uniformis. Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: C, grupo

control con acceso libre a la comida; IF, grupo sometido a ayuno intermitente como
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modelo de trastorno del comportamiento alimentario y que recibié vehiculo; IF + B, grupo
sometido a ayuno intermitente como modelo de trastorno del comportamiento
alimentario y que recibi¢ una dosis diaria de 102 UFC de B. uniformis.

EJEMPLOS
A continuacion, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del producto de la invencién.

Ejemplo 1. Efectos de B. uniformis CECT 7771 sobre la ingesta en un modelo de

trastorno del comportamiento alimentario.

1.1 Disefio experimental del modelo animal y toma de muestras

Se emplearon ratas Wistar Kyoto macho (170-200 g) de los laboratorios Charles Rivers
(L’Arbresle Cedex, Francia). Durante 10 dias, las ratas se adaptaron a las instalaciones
y a un nuevo horario de luz / oscuridad, adelantando el reloj 30 minutos cada dia. El
nuevo horario consisti6 en 12 h de luz (de 3,30 h a 15,30 h) y 12 h de oscuridad (de
15:30 h a 3:30 h). Luego, se homogeneizé la microbiota mezclando el lecho (serrin)
usado de todas las ratas y se distribuyé nuevamente en las diferentes jaulas. Las ratas
permanecieron en estas jaulas con el lecho mezclado al menos durante 3 dias.
Finalmente, las ratas se alojaron individualmente en una jaula de acero inoxidable en
una habitacién con temperatura controlada (23 ° C) con una humedad relativa de 40-
50%. Luego, las ratas se dividieron aleatoriamente en tres grupos (n = 14 ratas por
grupo) de la siguiente manera: (1) un grupo de control (C) que recibié una dieta normal
y agua durante 24 h y se le administrd el vehiculo o placebo (10% de leche desnatada),
(2) grupo sometido a ayuno intermitente para inducir alteracion de la conducta
alimentaria (IF) que ayund durante 12 h (y agua ad libitum) y recibi6 una dieta normal y
sacarosa (10%) en el agua potable durante las 12 h restantes, a este grupo se le
administré vehiculo (10% de leche desnatada) y (3) grupo sometido a ayuno y tratado
B. uniformis CECT 7771 ( IF +B), que ayuno durante 12 h (con agua ad libitum) y recibi6
una dieta normal y sacarosa (10%) en el agua potable durante las 12 h restantes, a este
grupo se le administré una dosis diaria de 1x108 unidades formadoras de colonias [UFC])
de la cepa bacteriana.

Los experimentos se realizaron en estricto cumplimiento de las recomendaciones

proporcionadas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
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Universidad de Valencia (Servicio Central de Apoyo a la Investigacion [SCSIE],
Universidad de Valencia, Espafia), y el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
(Numero de aprobacion 2015/ VSC / PEA / 00041).

Transcurridas estas 3 semanas, las ratas fueron sacrificadas por dislocacion cervical

para la obtencion de muestras, incluyendo intestino, cerebro y heces.

1.2 Induccion de alteracion del comportamiento alimentario.

Para inducir ingesta por atracon y comportamiento adictivo por la comida se emple6 el
protocolo desarrollado por Avena et al.,2008 {Avena, N.M., et al., Physiol Behav, (2008)
94(3): p. 309-15). Todos los dias a las 3.30 h, las luces se encendieron durante 12 h
(3:30-15.30 h). A las 7.30 h, la bacteria o vehiculo se administraron con gelatina y se
pesaron los alimentos y la bebida con sacarosa al 10%. Solo el grupo de control tuvo
acceso a alimentos y a bebida con un 10% de sacarosa. Posteriormente, a las 15.30 h
se apagaron las luces. En ese momento comenz6 el “craving” (4h) (15.30-19.30 h). El
“craving” es el ansia que se produce frente a la falta de una droga o alimento (como en
este caso). Este “craving” se produce porque las ratas estan en ayunas durante 8 h en
la fase de luz ("fase basal", 7.30-15.30 h) vy, luego, en la fase de oscuridad, cuando las
luces se apagan 15.30 h, las ratas comienzan su "fase activa" sin acceso a la comida o
a la bebida con 10% de sacarosa durante al menos 4 horas mas y, como consecuencia,
las ratas comienzan a sentir sintomas de abstinencia. En resumen, las ratas IF y IF + P
ayunaron durante 12 h (8 h con luz "fase basal" mas 4 h en oscuridad "fase activa"). A
las 19.30 h todos los grupos tuvieron acceso a la comida y a bebida al 10% de sacarosa
durante 12 h. La primera hora de estas 12 h la llamamos "atracén". Durante esta hora
cuantificamos cuanto comian y cuanto bebian. Posteriormente, las ratas tuvieron acceso

libre a la comida y bebida hasta las 7.30 h.

1.3. Efecto sobre la ingesta.

Se analizaron los efectos de B. uniformis en la ingesta compulsiva de comida y solucion
de sacarosa al 10% comparando el dia 2 y el dia 18 del experimento. El efecto del
protocolo de ayuno intermitente en el atracon de comida, de solucion de sacarosa o
ambos se analiz6 al principio (el dia 2) y al final (el dia 18) del estudio (Figura 1A), lo
que demuestra la validez del modelo. El protocolo de ayuno intermitente causé un
aumento en la ingesta de comida, sacarosa y ambos (Como se expresa en g 0 en
Kcalorias totales) en ambos grupos experimentales (IF e IF + B) en comparacion con
los controles desde el comienzo del estudio. Este efecto se incrementé en el tiempo,
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especialmente en ratas que recibieron vehiculo, mientras que en aquellos que recibieron
B. uniformis CECT 7771 se atenu6. El andlisis de la suma de la ingesta caldrica total
(comida y bebida) (Figura 1A) mostrd que ambos grupos experimentales que estaban
en ayunas durante 12 h recibiendo el vehiculo (IF) o la bacteria (IF + B) consumieron
mas calorias durante el atracén (359 keal £ 1.40, p <0.0010 y 361 keal + 1.50, p <0.0010,
respectivamente) que las ratas control (176 kcal £ 1.20) en el segundo dia del estudio.
Después de 18 dias de rutina de ayuno y alimentacién intermitentes, las ratas IF
consumieron significativamente mas calorias (502 kcal + 2.40, p <0.0010) que las ratas
control (118 kecal £ 1.00) y significativamente mas que el segundo dia del experimento
(p <0.0010) durante el atracdn (comparando el mismo grupo dia 2 versus dia 18), lo que
indica que el tamafio del efecto aumento a lo largo del tiempo de estudio. Asimismo, las
ratas IF + B mostraron una mayor ingesta calérica (425 kcal = 1.70, p <0.0010) que las
ratas control (118 kcal = 1.00) después de 18 dias de intervencién. Las diferencias
dentro del grupo (IF + B) en la ingesta caldrica entre el dia 2 y el dia 18 también fueron
significativas (p <0.001) durante el atracdn. Sin embargo, la suma de la ingesta calérica
total de las ratas IF + B se redujo con respecto a las ratas IF que recibieron el vehiculo
(p <0.001), lo que sugiere que B. uniformis CECT 7771 redujo la ingesta calérica durante
el atracon.

Las ratas IF y las ratas IF + B comieron significativamente mas comida (Figura 1B)
durante el atracon (4.80 g £ 0.40, p <0.050 y 4.94 g £ 0.32, p <0.050, respectivamente)
que las ratas control (2.86 g £ 0.40) en el segundo dia del experimento como resultado
del ayuno (Figura 1B). Al final de la intervencién, el grupo IF comié significativamente
mas (7.03 g £ 0.73, p <0.0010) que las ratas control (2.36 g £ 0.28) y significativamente
mas que el segundo dia del experimento (p <0.050) durante el atracon, lo que indica
que la magnitud de la ingesta de comida aumenté a lo largo del tiempo de estudio. Las
ratas IF + B mostraron una mayor ingesta de comida (5.72 g = 0.41, p <0.001) en
comparacion con las ratas control (2.36 g £ 0.28) después de 18 dias de intervencion;
sin embargo, estas diferencias no fueron significativas con respecto al segundo dia del
experimento en las comparaciones dentro del grupo, lo que sugiere que el aumento de
la ingesta de comida inducida por el protocolo de ayuno se mejord ligeramente por la
administracion de B. uniformis CECT 7771. Ambos grupos, IF e IF + B, bebieron
significativamente mas solucién de sacarosa (Figura 1C) en el segundo dia del
experimento (11.259 £ 0.77, p <0.0010 y 12.71 g £ 2.34, p <0.0010, respectivamente)
que las ratas control que solo bebieron agua (2.73 g £ 0.22). Después de 18 dias, las
ratas IF e IF + B bebieron significativamente mas que las ratas control (p <0.0010) y un
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poco mas que el segundo dia del experimento (13.75 g £ 1.34 y 12.27 g £ 1.31,
respectivamente). No se detectaron diferencias significativas en la ingesta de solucion
de sacarosa entre los grupos IF e IF + B.

No encontramos ningin efecto sobre el peso corporal de las ratas a lo largo de las 3
semanas del experimento (Figura 1D), posiblemente debido a la corta duracién del
ensayo.

Ejemplo 2. Efectos de B. uniformis CECT 7771 sobre la ansiedad en un modelo
animal de trastorno del comportamiento alimentario.
2.1. Prueba de luz/oscuridad (Light/Dark test).

Esta prueba se basa en un conflicto entre la aversion innata a las areas iluminadas y el

comportamiento exploratorio espontdneo en un entorno novedoso. Consiste en una caja
con luz-oscuridad hecha de plexiglas (44 x 44 x 40 ¢cm). El compartimento oscuro es un
tercio de la caja con paredes negras, en la que dos tercios es el compartimiento claro
con paredes blancas. La caja se ilumind con 300 lux y una puerta abierta (10 x 7,5 ¢cm)
comunica los compartimientos claro y oscuro. Durante la fase de oscuridad (fase activa),
las ratas se colocaron individualmente en la caja oscura (20 lux) y se les permitio
explorar libremente la caja completa (clara y oscura) durante 10 minutos y se registraron
con una cdmara de video (Sony EXview HADCCDII, Cornella (Barcelona), Espana). La
latencia para salir del lado oscuro de la caja (cuatro patas en el lado iluminado), las
visitas al compartimiento de la luz y el tiempo que pasan alli son medidas de ansiedad.
Todos estos parametros se midieron y analizado comparativamente (Panlab, Barcelona,
Espara). Esta prueba se realizé durante la fase oscura (fase activa).

2.2. Prueba de ansiedad versus hambre.

Esta prueba mide la ansiedad de la rata versus la motivacion del hambre en un campo
abierto u openfield (OP). Se basa en el conflicto entre neofobia / ansiedad y hambre.
Para realizar este ensayo, las ratas ayunaron durante 18 horas (Control, IF y IF + B) con
acceso a agua ad libitum. Durante la fase de luz, las ratas se colocaron individualmente
en una esquina de un OP blanco (45 x 90 x 60 cm) se coloco gelatina en el centro del
OP (la misma que se usé para administrar B. uniformis). El OP fue iluminado con 500
lux (luz de laboratorio). Las ratas se observaron y registraron (Sony EXview HADCCDII,
Cornell, Barcelona, Espafia) durante 8 minutos y se analizaron diferentes parametros,
incluyendo la latencia (tiempo) para iniciar el contacto con la comida y la incidencia de
la ingesta. Al final de cada experimento, los animales fueron devueltos a sus jaulasy a
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la alimentacion ad libitum. Todos estos parametros fueron medidos y analizados
comparativamente (Panlab, Barcelona, Espafa). EI OP se limpi6 después de cada
animal con etanol al 5%.

2.3. Efecto sobre la ansiedad en los dos test de comportamiento.

El comportamiento ansiogénico se evalué con dos pruebas de comportamiento
diferentes: la prueba de luz/oscuridad o light/dark test (Figura 2 A, B, C) y la prueba de
ansiedad versus hambre (Figura 2 D, E). El light/dark test se realiz6 durante el ayuno en
oscuridad o “craving”, lo que significa que las ratas ayunaron alrededor de 10 h (8 h
durante la fase de luz + aproximadamente 2 h durante la fase de oscuridad). Por lo tanto,
las alteraciones del comportamiento mostradas por esta prueba podrian deberse al
hecho de que bajo la privacién de alimentos hay un aumento en la busqueda de
alimentos debido a una mayor necesidad de energia. El andlisis de datos indic6 que los
animales IF mostraron un aumento significativo en el nimero de entradas al area de luz
(Figura 2A) respecto a las ratas control (4.8 + 0.8 versus 1.9 £ 0.6, p <0.05) y la
administracion de la bacteria redujo el numero de entradas, alcanzando valores
similares al grupo de control (2.6 = 1.3). El grupo IF mostré una reduccién leve pero no
significativa en el tiempo para moverse desde el area oscura hacia la clara (latencia)
respecto a las ratas control (184 £ 43 s versus 316 + 48 s) (Figura 2B). La administracion
diaria de B. uniformis CECT 7771 tendi6 a aumentar el tiempo de latencia, alcanzando
valores similares a los del grupo control (289 + 73 s). El tiempo en al area de luz (Figura
2C) también tendi6é a aumentar en las ratas IF con respecto al control (99.4 + 22.3 versus
65.7 £ 24.5, respectivamente) pero el grupo que recibio B. uniformis CECT 7771 tendio
a mostrar valores similares al control (60.7 £ 24.7 s).

Para evaluar el comportamiento similar a la ansiedad durante la fase de luz, realizamos
la prueba de ansiedad versus hambre usando un openfield blanco (Figura 2 D, E). Esta
prueba se basa en el conflicto entre neofobia / ansiedad y hambre. Todas las ratas
estuvieron en ayunas durante 18 h; por lo tanto, el efecto del ayuno influyé en todos los
grupos por igual. Las ratas aumentaron significativamente el tiempo de latencia para
iniciar el contacto con la comida con respecto a los controles (218 £ 26 s versus 118 =
30 s, p <0.050) (Figura 2D), lo que sugiere un aumento del comportamiento ansiogénico.
La administracién de B. uniformis CECT 7771 redujo el tiempo de latencia (117 £ 27 s,
p <0.050) lo que indica una reduccién de la ansiedad. Con respecto a la latencia para
iniciar el contacto con la comida y comer (Figura 2E), las ratas IF y las ratas IF + B
necesitaron mas tiempo para comenzar a comer (237 + 25 s y 236 £ 28 s,
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respectivamente) que las ratas control (177 + 32 s), aunque este aumento no fue
significativo.

Ejemplo 3. Efectos de B. uniformis CECT 7771 sobre la expresion de neuropétidos
y receptores de dopamina en un modelo de trastorno del comportamiento

alimentario.

3.1. Andlisis de la expresién de los receptores de dopamina D1 y D2 en intestino vy

cerebro.

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico y se realizd6 una perfusion
transcardiaca con solucién salina al 0,9%, seguido de paraformaldehido al 4% en
tampon fosfato 0,1 mol / L (pH 7,4). Los cerebros se extrajeron y se fijaron
posteriormente en la misma solucién fijadora durante 24 horas a 4° C. Luego, las
muestras se colocaron dentro de casetes de histologia y se procesaron para la inclusién
permanente de parafina en un procesador de tejidos Leica ASP 300 (Leica
Microsystems, Nussloch, Alemania). Se cortaron secciones montadas en parafina de 5
micrometros de espesor (5 um) y se montaron en un vidrio deslizante revestido. Las
secciones de tejido se procesaron luego con el kit Envision Flex + (DAKO, Santa Clara,
CA, EE. UU.) Bloqueando la actividad de la peroxidasa endégena durante 5 minutos y
luego se incubaron con el anticuerpo primario. La reaccién fue visualizada por Envision
Flex+horseradish + peroxidasa durante 20 minutos vy, finalmente, diaminobenzidina
durante 10 minutos. Las secciones se contrastaron con hematoxilina de Mayer (DAKO
S3309; Lista para usar) durante 5 minutos. Los anticuerpos primarios utilizados fueron
los siguientes: Anticuerpo anti-receptor de dopamina D1 (Abcam, ab40653, 1: 500
durante 40 minutos) y anticuerpo anti-receptor de dopamina D2 - C-terminal (Abcam,
ab191041, 1:500 durante 40 minutos). La cuantificacion se realizd utilizando Image
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE. UU.) (1.48v). Para el analisis de los
receptores de dopamina D1 y D2, se seleccionaron las areas de interés. Las células
positivas para D1 y D2 se contaron manualmente utilizando ImageJ. Para cada rata, se
cuantificaron al menos 10 campos (40 x) y los resultados se expresaron como
porcentaje de ratas de control.

3.2. Expresién de neuropétidos orexigénicos y anorexigénicos en el hipotalamo

Para medir la expresion de los neuropeptidos se aislé el ARN del tejido, el hipotédlamo
(area cerebral) y se realizd una realizé una reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Para ello el hipotalamo se extrajo y se congeld
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inmediatamente en nitrdgeno liquido. EI ARN se extrajo del tejido usando el reactivo
TRIsure (Bioline, Londres, Reino Unido) y un proceso de homogeneizaciéon usando un
procesador ultrasonico UP400S (Hielscher, Teltow, Alemania). La calidad del ARN se
evalué midiendo la relacién de absorbancia (A) A260 / A280 en un espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, EE. UU.). EI ARN (2 ug) se someti6
a transcripcion inversa (Applied Biosystems, Foster City, EE. UU.). Se us6 una cantidad
de 20 ng del ADN complementario resultante (ADNc) como plantilla para amplificaciones
por PCR en tiempo real. Los niveles de ARN mensajero (ARNm) para genes especificos
se determinaron en un instrumento LightCycler 480 (Roche, Branchburg, EE. UU.). Para
cada reaccion de PCR, se afadi6 una plantilla de ADNc a LightCycler 480 SYBR Green
| Master (Roche, Branchburg, EE. UU.) que contenia los pares de cebadores para el
gen correspondiente. Se usd B2-microglobulina (B2M) como gen de mantenimiento. La
secuencia y la informacion para los cebadores se muestran en la Tabla complementaria
1. Todas las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado y se usaron
nameros de ciclo umbral promedio (Ct) de los triplicados para calcular la expresion
relativa de ARNm de genes candidatos. La magnitud del cambio de expresion de ARNm
para los genes candidatos se calculé utilizando el método estandar de 2-hAACt. Todos
los datos se normalizaron al contenido del gen de mantenimiento y se expresaron como
porcentaje de control.

Tabla complementaria 1. F: Cebador directo (forward primer), R: Cebador inverso
(reverse primer).

Gen Abreviacién Secuencia Cebador 5°- 3’

F:-GTGGACTGACCCTCGCTCTATC
(SEQ ID NO: 1)
R:ATGAGATTGATGTAGTGTCGCAGA
(SEQ ID NO: 2)

Neuropeptido Y NPY

F.CAGAGGTGCTAGATCCACAG (SEQ
ID NO: 3)
R:AGGTATTGAAGAAGCGGCAG (SEQ
IDNO: 4)

Proteina r-Agouti AgRP

F-GAGGTTAAGGAGCAGTGACTAAGAG
(SEQ ID NO: 5)
R:GTAGCAGAATCTCGGCATCTTCC
(SEQ ID NO: 6)

Pro-opiomelanocortina POMC

Transcripcién regulada de CART F:GCTCAAGAGTAAACGCATTCC (SEQ
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cocafna y anfetamina IDNO:7)
R:AAGAATTGCAAGAAGTTCCTCG
(SEQID NO: 8)

3.3. Efectos sobre la expresién de neuropétidos vy receptores de dopamina

B. uniformis CECT 7771 aumenta la expresidn de las células positivas D1 en PFCx pero
no D2. Analizamos los posibles efectos de B. uniformis CECT 7771 sobre los receptores
de dopamina D1R en la corteza prefrontal en cerebro (PFCx) (Figura 3A) y D2R en el
intestino delgado (Figura 3B). Las células que expresan los receptores D1R y D2R se
analizaron por inmunohistoquimica. Las ratas IF tienden a mostrar una disminucion en
el nimero de células que expresan D1R en comparacion con el control (263 £ 12 versus
343 £ 25) en el PFCx, aunque las diferencias no fueron significativas. B. uniformis CECT
7771 normaliz6 la expresion de D1R en PFCx (398 £ 37, p <0.050). Las ratas IF
mostraron una disminucion significativa en las células D2 positivas con respecto a las
ratas control (185 £ 13 versus 390 £ 29, p <0.0010). La administracién de B. uniformis
CECT 7771 no restablecié esta alteracion (237 £ 16, p <0.010). Estos resultados
sugieren que B. uniformis CECT 7771 disminuye las células D1 y D2 positivas en el
intestino delgado.

El andlisis de los receptores DA en la mucosa del intestino delgado mostré que las ratas
IF presentaban un mayor nimero de células que expresaban D1R en comparacién con
los controles (376 £ 29 versus 219 £ 12, p <0.0010) como se muestra en la Figura 3C.
La administraciéon diaria de B. uniformis CECT 7771 restaur6 parcialmente esta
alteracion reduciendo la expresion de este receptor (304 £ 23, p <0.010). El andlisis por
inmunohistoquimica de células D2 positivas (Figura 3D) también mostré un aumento
significativo de la expresién de D2R en ratas IF respecto al control (497 + 41 versus 232
121, p <0.0010). B. uniformis CECT 7771 restaurd por completo esta alteracion (241
31, p <0.0010) en el modelo de alimentacion adictiva. Estos resultados indican que B.
uniformis CECT 7771 podria modular el sistema dopaminérgico en el sistema nervioso
entérico.

Para dilucidar si el efecto de B. uniformis CECT 7771 en el atracdn y el comportamiento
estuvo mediado por cambios en las sefiales de apetito / saciedad, estudiamos la
expresion de ARNm de neuropéptidos en el hipotalamo (Figura 4 A, B, C, D). Los niveles
de expresion del NPY orexigénico (Figura 4A) aumentaron significativamente en ratas
IF con respecto a los controles (1.55 £ 0.14 versus 1.00 £ 0.11, p <0.050). De manera
similar, los niveles de expresion del AgRP anorexigénico (Figura 5C) se elevaron en el
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hipotalamo de las ratas IF en comparacion con los controles (1.84 £ 0.20 versus 1.00 £
0.14, p <0.010). La administracién de B. uniformis CECT 7771 no redujo estas
alteraciones (1.58 + 0.16, p <0.050 para NPY y 1.97 £ 0.23, p <0.010 para AgRP). El
analisis de la expresion de ARNm de los neuropéptidos anorexigénicos CART (Figura
4B) y POMC (Figura 4D) no reveld diferencias entre IF y ratas de control (p <0.050);
ninguna administracion de la bacteria tuvo ningun efecto (Figura 4 B, D). Estos
resultados sugieren que el aumento de los atracones observados en el modelo animal
de adiccion a la comida podria explicarse, al menos en parte, por la mejora de los
neuropéptidos hipotalamicos NPY y AgRP. Sin embargo, estos neuropéptidos no estan
involucrados en el mecanismo por el cual B. uniformis CECT 7771 redujo la ingesta

caldrica durante el atracon.

Ejemplo 4. Influencia de B. uniformis CECT 7771 en la composicion de la

microbiota en un modelo de trastorno del comportamiento alimentario.

4.1. Analisis de la microbiota por secuenciacion del gen del 16S rRNA
El aislamiento de ADN a partir de contenido intestinal se realiz6 utilizando el kit MoBio

PowerSoil™ siguiendo las instrucciones del fabricante. Previamente se favorecio la lisis
celular mediante incubaciéon con lisozima y mutanolisina a 37°C durante 1 h v,
posteriormente, mediante disrupcion celular mecanica en un Mini-Bead Beater (BioSpec
Products, Bartlesville, EE.UU.) con dos ciclos de agitaciéon durante 1 minuto. EI ADN
gendmico fue cuantificado por medida de la absorbancia al UV (Nanodrop, Thermo
Scientific, Wilmington, USA). Las regiones hipervariables V3-V4 del gen del ARNr 16S,
se amplificaron por triplicado mediante PCR utilizando 20 ng de ADN (1 pL) y 25 ciclos
de PCR a 95°C durante 20 s, 40°C durante 30 s y 72°C durante 20 s. Las muestras se
marcaron con cddigos de barras para permitir la multiplexacién durante el proceso de
secuenciacion. Durante la PCR se utilizaron la Tag Polimerasa de alta fidelidad Phusion
(Thermo Scientific) y los cebadores con codigo de barras S-D-Bact-0341-b-S-17
(CCTACGGNGGCWGCAG) (SEQ ID  NO: 9) vy  S-D-Bact-0785-a-A-21
(GACTACHVGGTATCTAATCC) (SEQ ID NO: 10). Los productos de la PCR (~500 pb) se
purificaron con el lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare,
Reino Unido) y se cuantificaron mediante el método Qubit 3.0 y el Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Las muestras se
multiplexaron en una sola secuenciacion mediante la combinacion de cantidades

equimolares de ADN amplificado (~50 ng por muestra) y se secuenciaron en un cartil
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de la plataforma MiSeq de lllumina con una configuracién de 2x300 PE (CNAG,
Barcelona, Espana).

4.2. Andlisis bioinformatico y estadistico

Las secuencias se filtraron en funcién de su calidad utilizando el software Flash y se
separaron en funcion de sus codigos de barras con la herramienta MOTHUR v1.39.5.
Tras la eliminacion de los codigos de barras/cebadores, se eliminaron las quimeras con
el algoritmo UCHIME y la base de datos de referencia de secuencias de 16S SILVA. Las
Unidades Taxonémicas Operacionales (OTUs) o potenciales especies se identificaron
con el algoritmo UCLUST implementado en USEARCH v8.0.1623. Las OTUs fueron
alineadas usando PyNAST y FastTree para estimar la diversidad basada en la distancia
filogenética. El analisis de la diversidad alfa y beta se realizd utilizando QIIME v1.9.1.
Para los andlisis estadisticos se aplicaron métodos no paramétricos, como las pruebas
de Kruskal-Wallis y Wilcoxon, aplicando la correccion de Benjamini-Hochberg en el caso
de comparaciones maltiples. Se realizé un andlisis lineal discriminante (LDA) para
comparar la abundancia de las unidades taxondémicas (OTUs) entre los diferentes
grupos experimentales y se establecieron diferencias significativas cuando las OTUs
mostraron un valor LDA = 3.0. Se realiz6 el andlisis PERMANOVA para evaluar los
cambios en la estructura de la microbiota utilizando los datos de distancias de Bray-
Curtis. El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) permitio para visualizar los
cambios en la composicién de la microbiota entre los grupos. Los anélisis se realizaron
en R v3.6.

4.3, Efectos en la composicion de la microbiota intestinal

Los principales efectos del protocolo de ayuno (IF) y la administracién de B. uniformis
(IF + B) se observaron en la prevalencia y abundancia de diversas OTUs (Figura 5).

La administracion de B. uniformis permitié incrementar la abundancia de Muribaculum
spp. significativamente reducida en el grupo IF comparado con el control (LDA score =
4.44, p = 0.013). Estas especies son componentes autdctonos de la microbiota de
ratones. Ademas, la administracién de B. uniformis aumento la abundancia y prevalencia
de las siguientes especies: Akkermanisa muciniphila (LDA = 3,89, p = 0,044),
Christensenella minuta (LDA = 3,11, p < 0,001) y Faecalimonas umblicata (LDA = 3,65,
p = 0,003). La especie B. uniformis también fue mas abundante en el grupo IF + B que
en el IF y en el control.

En resumen, los resultados demuestran que B. uniformis es capaz de restablecer
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parcialmente algunas de las alteraciones de la microbiota inducidas por el protocolo de
ayuno y aumentar algunas especies con efectos potencialmente positivos frente a la
obesidad y la ingesta de alimentos (por ejemplo, Akkermanisa muciniphila y

Christensenella minuta).
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa del género Bacteroides, o una cepa derivada de ella, para su uso en
la prevencion, reduccion del riesgo y/o tratamiento de condiciones sub-clinicas o clinicas

de trastornos del comportamiento alimentario.

2. Cepa del género Bacteroides para su uso, donde la cepa es B. uniformis CECT
7771.
3. Cepa segun la reivindicacion 1 o 2, donde los trastornos del comportamiento

alimentario se seleccionan de la lista que comprende: el exceso de ingesta, hiperfagia,
el trastorno por atracédn, la ingesta adictiva o selectiva de alimentos, la bulimia nerviosa,
la anorexia nerviosa, la ansiedad asociada a alteraciones de la conducta alimentaria y

la megarexia.

4. Cepa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicha cepa esta en
la forma de células viables o en la forma de células no viables.

5. Composicion que comprende una cepa del género Bacteroides, o cepa derivada
de ella, para su uso en la prevencion, reduccién del riesgo y/o el tratamiento de
condiciones sub-clinicas o clinicas de trastornos del comportamiento alimentario.

6. Composicion para su uso segun reivindicacion 5 donde la cepa es B. uniformis
CECT 7771.
7. Composicién para su uso segln reivindicaciéon 5 o 6, donde los trastornos o

alteraciones del comportamiento alimentario se seleccionan de la lista que comprende:
ingesta excesiva, hiperfagia, el trastorno por atracon, la ingesta adictiva o selectiva de
alimentos, el sindrome del comedor selectivo, la bulimia nerviosa, la anorexia nerviosa,
la ansiedad asociada a alteraciones de la conducta alimentaria y la megarexia.

8. Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde
la cepa estéa en la forma de células viables o en la forma de células no viables.

9. Compoasicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8 que

adicionalmente comprende al menos un componente bioactivo.
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10.  Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 que
adicionalmente comprende al menos un microorganismo distinto a cepa CECT 7771 o
cepa derivada o mutante de ella.

11.  Compasicién para su uso segun reivindicacion 10 donde el microorganismo
distinto es otra cepa del género Bacteroides, una bactaria lactica o una cepa de
levadura.

12.  Composicidn para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11 donde

la composicidn es una composicion farmacéutica o nutritiva.

13.  Composicién para su uso segun reivindicacion 12 donde la composicion es
farmacéutica y comprende al menos un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente

aceptable.

14, Composicion para su uso segun reivindicacion 13 donde dicha composicion se
presenta en una forma adaptada a la administracion oral, sublingual, nasal, bronquial,

linfatica, rectal, transdérmica, inhalada o parenteral.

15.  Composicion para su uso segun reivindicacién 12 donde la composicién es
nutritiva y esta seleccionada de la lista que comprende un alimento, un suplemento, un

nutracéutico, un probiético y un simbiético.

16. Composicion para su uso segun reivindicacion 15 donde la composicion es un
alimento seleccionado de la lista que comprende: producto lacteo, un producto vegetal,

un producto carnico, un aperitivo, chocolate, bebida o alimento infantil.

17.  Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 16 donde
la composicion tiene una concentracién de la cepa de entre 10* y 10™ unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo o mililitro de composicion final.
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