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@Resumen:

Cepa de Christensenella minuta y uso de la misma.

La presente invencion se refiere a la cepa de
Christensenella minuta DSM 32891, a sus
componentes celulares, metabolitos, y moléculas
secretadas, y a composiciones que comprenden los
productos anteriores, asi como al uso de dicha cepa
para la prevencion y/o tratamiento o de alteraciones
del estado de animo o afectivas, como la depresion.
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DESCRIPCION

Cepa de Christensenella minutay uso de la misma

La presente invencion se refiere a la cepa Christensenella minuta DSM 32891 y a su
uso para la prevencién o el tratamiento de alteraciones del estado de &nimo o
afectivas, como la depresion. 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 del estado de animo y, especialmente, la depresion, son una de las
principales causas de discapacidad en todo el mundo. Se estima que el coste total de
los trastornos mentales es de 798 mil millones, de los cuales los trastornos del estado
de animo representan un coste anual directo e indirecto de alrededor de 118 mil
millones [1]. Estos incluyen la depresion mayor, depresion tipica o melancdlica y
atipica, la depresion pre- y post-parto, el trastorno bipolar, la depresion psicética,
distimia, desorden depresivo de la personalidad, desorden afectivo estacional,
desorden del estado de animo inducido por el abuso de sustancias o por el uso de
farmacos, etc. Ademas, la eficacia de las terapias actuales es bastante limitada. Se
estima que aproximadamente so6lo un 50% de los tratamientos con antidepresivos son
efectivos; muchos pacientes quedan con sintomatologia sub-clinica y otros no

presentan ninguna mejoria.

La depresion es una patologia compleja caracterizada por la presencia de sintomas
heterogéneos, lo que sugiere la existencia de distintas formas de depresion o fenotipos
(por ejemplo, depresion tipica caracterizada por una hiperactividad mas fuerte del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal [HPA] y depresion atipica caracterizada por una
mayor desregulacion metabdlica y un aumento del apetito/peso) [2, 3]. Sin embargo,
se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares que subyacen a estas
patologias. La depresion muestra, ademas, una alta comorbilidad con alteraciones
mentales (por ejemplo, ansiedad) y fisicas (por ejemplo, trastornos cardio-metabdlicos,
como el sindrome metabdlico, diabetes y ECV), que empeoran el curso de la
enfermedad y reducen la respuesta terapéutica y aumentan su riesgo de padecerla.
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La investigacion epidemiolégica en humanos ha revelado asociaciones entre
alteraciones en la configuracion de la microbiota intestinal (disbiosis) y trastornos
psiquiatricos, como los desoérdenes del estado de animo o afectivo y, entre estos,
especialmente, la depresion [4-9]. Se piensa que estas asociaciones entre dishiosis y
depresién estan determinadas en gran medida por factores psicosociales ambientales
(trauma infantil, estrés laboral, falta de suefio) y el estilo de vida (dietas deficientes,
vida sedentaria, medicacion) asi como por otras caracteristicas del individuo como su
genoma, la edad, el sexo y la presencia de comorbilidades [2, 10]. En modelos
animales, el aumento de la respuesta del eje HPA inducido por el estrés, un factor de
riesgo de depresion bien establecido, provoca disbiosis intestinal; a su vez, la
microbiota disbidtica contribuye a las alteraciones del comportamiento y el estado de
animo [11]. Los estudios en animales también muestran que la configuracion
especifica de la microbiota intestinal influye en la respuesta al estrés agravando o
mejorando sus consecuencias neuroquimicas y conductuales, a través de mecanismos
gue coordinan el didlogo de los sistemas inmunoldgico, endocrino y nervioso [8, 12,
13].

Estas evidencias sugieren que el uso de estrategias dirigidas a modular la
composicion y funciones de la microbiota podrian ser una alternativa desde el punto de
vista de la prevencion y del tratamiento de alteraciones del estado de animo o

afectivas.

El uso de probiédticos tradicionales (lactobacilos y bifidobacterias) para el tratamiento
de la depresidn ha demostrado tener diferentes efectos en funcién de la cepa utilizada.
Las bifidobacterias han sido, posiblemente, las mas utilizadas para evaluar su
efectividad frente a la ansiedad y la depresién; sin embargo, los resultados obtenidos

no han sido siempre concluyentes y de suficiente magnitud [14, 15]

Mas alla de las bifidobacterias, otras especies bacterianas podrian ser de interés para
estas aplicaciones, pero estudios observacionales que establecen asociaciones entre
distintos grupos bacterianos y la depresion, debido a que aumentan o disminuyen en
los sujetos que la padecen, no son concluyentes. Asi, por ejemplo, Yu et al. (2017)
[16], observaron bajas proporciones de los grupos bacterianos Marvinbryantia,
Corynebacterium, Psychrobacter, Christensenella, Lactobacillus, Pep-

tostreptococcaceae incertae sedis, Anaerovorax, Clostridialesincertae sedis vy
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Coprococcus en modelos de ratén con depresién inducida. Sin embargo, Mironova et
al. (2017) [17] publicaron que la microbiota de pacientes con Parkinson y depresion
moderada presentaba una mayor abundancia de Christensenella minuta, Clostridium
disporicum y Oscillibacter valericigenes en comparacién con pacientes con Parkinson

y depresion suave o ausencia de depresion.

Por ello, resulta necesario continuar con la busqueda de estrategias preventivas y
terapéuticas mas eficaces, basadas en nuevas cepas bacterianas que sean parte de la
microbiota intestinal de individuos sanos de forma inequivoca, asi como en sus
moléculas activas; ademas, su seleccion para el desarrollo de aplicaciones debe
fundarse no en meras asociaciones extraidas de estudios observacionales, sino en
evaluaciones directas de su eficacia en modelos de estas patologias. Estos estudios
pueden ofrecer estrategias atractivas para el manejo de enfermedades del estado de

animo, que permitan reducir de su impacto econémico y social.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la cepa Christensenella minuta DSM 32891 (C.
minuta DSM 32891), a los componentes celulares, metabolitos, moléculas secretadas
de dicha cepa, y a las composiciones que comprenden los productos anteriores, asi
COmo a su uso para la prevencién y/o tratamiento de alteraciones del estado de &nimo,

tales como la depresion.

Los inventores han descubierto que la cepa C. minuta DSM 32891 presenta capacidad
de atenuar el comportamiento depresivo en animales expuestos a estrés social agudo.
Este efecto se ha demostrado mediante la administracién de la bacteria (cepa C.
minuta DSM 32891) por via oral a un modelo animal de estrés social que induce

sintomas depresivos (ver Ejemplo 2).

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a cepa Christensenella
minuta DSM 32891, de aqui en adelante “cepa de la invencion”, “cepa C. minuta DSM
32891” 0 “cepa DSM 32891".

La cepa C. minuta DSM 32891 fue aislada a partir de heces se seres humanos sanos.

La cepa fue depositada por el solicitante el 7 de agosto de 2018 bajo el Tratado de
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Budapest en la Coleccion de cultivos tipo alemana (DSM) como Autoridad
Internacional de Depésito Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, InhoffenstraBe 7B, 38124 Braunschweig,
GERMANY). El nimero de depdsito asignado fue DSM 32891.

La clasificacion cientifica de la cepa de la invencion es: Dominio: Bacteria; Filo:
Firmicutes; Clase: Clostridia; Orden: Clostridiales; Familia: Christensenellaceae;

Especie: C. minuta.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una cepa derivada de la cepa C.
minuta DSM 32891, donde dicha cepa mantiene o mejora las capacidades descritas a
lo largo de la presente invencién. ElI microorganismo derivado puede producirse de
forma natural o 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,
0 mediante ingenieria genética dirigida a la modificacion de genes especificos. Segun
una realizacion preferida, la cepa derivada de la cepa C. minuta DSM 32891 es un
mutante genéticamente modificado. Los términos cepa mutante o cepa derivada

pueden ser utilizados indistintamente.

La cepa C. minuta DSM 32891 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 C. minuta DSM 32891 esta
en forma de células viables (cultivables o no cultivables), o segun otra realizacion
preferida de la invencién 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 o radiacion ultravioleta).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a los componentes celulares,
metabolitos, moléculas secretadas o cualquiera de sus combinaciones, obtenidos a
partir de la cepa de la invencidn, o a partir de una combinacién de microorganismos
que comprenda al menos una cepa de la invencion.

Entre los componentes celulares de la bacteria se podrian incluir los componentes de
la pared celular (como por ejemplo pero sin limitarse, peptidoglicano), los acidos

nucleicos, los componentes de la membrana, u otros como proteinas, lipidos e
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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 metabdlica durante su crecimiento,
Su uso en procesos tecnologicos (por ejemplo, pero sin limitarse, procesos de
elaboracion de alimentos o farmacos), durante el almacenamiento del producto o
durante el transito gastrointestinal. Ejemplos de estos metabolitos son, pero sin
limitarse, los acidos 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 tecnolégicos (por ejemplo de elaboracién 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 acidos nucleicos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion, de aqui en
adelante “composicion de la invencion”, que comprende la cepa de la invencién y/o los
componentes celulares, metabolitos, moléculas secretadas de la cepa de la invencion

o cualquiera de sus combinaciones.

La composicién, definida de forma general, 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

invencién o cualquiera de sus combinaciones; o por una combinacion de los mismos.

En una realizacion preferida, la composicién de la invencién tiene una concentracion
de la cepa de la invencion de entre 10* y 10 unidades formadoras de colonias (ufc)

por gramo o mililitro de composicién final.

En otra realizacion particular, la composicion de la invencion ademdas puede
comprender al menos otro microorganismo adicional diferente a la cepa de la
invencién 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 composicidbn es
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seleccionado entre al menos uno de los siguientes grupos:

- al menos una cepa de otra especie del género Christensenella v,
especialmente, o de la especie Christensenella minuta;

- al menos una bacteria lactica o bifidobacteria de origen intestinal, alimentario
0 ambiental. La bacteria lactica se selecciona de la lista que comprende, pero sin
limitarse, 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 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 o grupo taxonémico de microorganismos del que le corresponde a la
cepa de la invencion. Las células que comprende la composicién pueden ser no
viables o viables y estar en cualquier fase del estado de desarrollo 0 crecimiento
(latente, exponencial, estacionaria, etc.), 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 realizacion particular, la composicion de la invencion 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
7
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biolégica en el ambito de aplicacion de la patente que pueda mejorar o complementar
la actividad de la cepa C. minuta DSM 32891, incluyendo ingredientes o componentes
de los alimentos (por ejemplo y sin limitar: acidos grasos poli-insaturados, acido
linoléico conjugado, prebibticos, fibra, goma Guar, glucomanano, quitosano, picolinato
de cobre, calcio, etc.), otros probioticos, plantas, extractos o componentes de plantas y

farmacos.

En una realizacion particular, la composicion de la invenciéon es una composicion
farmacéutica. La composicion farmacéutica es un conjunto de componentes que esta
formado al menos por la cepa de la invencion en cualquier concentraciéon; o al menos
por los componentes celulares, metabolitos, moléculas secretadas de la cepa de la
invencién o cualquiera de sus combinaciones, que tiene al menos una aplicacion en la
mejora del bienestar fisico o fisiolégico o psicologico de un sujeto, que impliqgue una
mejora del estado general de su salud o reduccion 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 invencion, ya que el
medicamento implica necesariamente un efecto preventivo o terapéeutico. 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 0 que pueda usarse en seres
humanos o administrarse a seres humanos con el fin de restaurar, corregir o modificar
las funciones fisiolégicas ejerciendo una accidon farmacoldgica, inmunolégica o
metabdlica, o de establecer un diagnoéstico 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 o
modificar sus funciones fisiologicas ejerciendo una accién farmacolédgica, inmunolégica
o metabdlica, o de establecer un diagnostico veterinario. También se consideraran
“medicamentos veterinarios” las “premezclas para piensos medicamentosos”

elaboradas para ser incorporadas a un pienso.

Ademéas del requerimiento de la eficacia terapéutica donde dicha composicion
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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 combinacion de un compuesto de la invencidon y un componente biactivo,
donde a dicho componente bioactivo se le atribuye una actividad apropiada para
constituir un medicamento. Dicho compuesto de la invencidn se refiere obviamente a
la cepa de la invencion, o a la cepa derivada de ella, o a los componentes celulares,
metabolitos, moléculas secretadas o cualquiera de sus combinaciones, obtenidos a

partir de la cepa de la invencién.

En una realizacién particular, la composicién farmacéutica ademas 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
dosificacibn 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 composicion
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 absorcién de
cualquiera de los componentes de la composicién de la presente invencion, estabiliza
dichos componentes o 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 funcion de mantener los componentes unidos
como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcion de endulzar, funcién de
colorante, funcién de proteccion del medicamento como por ejemplo para aislarlo del
aire y/o la humedad, funcion de relleno de una pastilla, cdpsula o cualquier otra forma
de presentacion como, por ejemplo, el fosfato de calcio dibasico, funcion
desintegradora para facilitar la disolucion 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 aflade a los principios activos o0 a sus asociaciones para
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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 composicién farmacéutica, es decir, que sea

compatible con dichos componentes.

Ademas, como entiende el experto en la materia, el excipiente y el vehiculo deben ser
farmacologicamente 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 o medicamento se puede presentar bajo cualquier forma
de administracion clinicamente permitida y en una cantidad terapéuticamente efectiva.
Por ejemplo, puede estar en forma una forma adaptada a la administracién oral,
sublingual, nasal, intracatecal, bronquial, linfatica, rectal, transdérmica, inhalada o
parenteral, preferiblemente en una forma adaptada a la administraciébn oral. La
composicion farmacéutica de la invencion se puede formular en formas solidas,
semisdlidas, liquidas o gaseosas, tales como comprimido, cépsula, polvo, granulo,
unglento, solucion, 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, suspension, suspension extemporanea, vial
bebible, comprimido, cépsula, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o
liofilizado. En una realizacion particular, la composicion de la invencion se presenta
composicién en una forma adaptada a la administracion oral, sublingual, nasal,

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

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

La “forma galénica” o “forma farmacéutica” es la disposicion a que se adaptan los
principios activos y excipientes para constituir un medicamento. Se define por la

combinacion de la forma en la que la composicion farmacéutica es presentada por el
10
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fabricante y la forma en la que es administrada.

En la presente invencion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a
aquella cantidad del componente de la composicién 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
condicion patolégica de interés en el mamifero, con preferencia un humano. La
cantidad terapéuticamente efectiva variara, por ejemplo, segun 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 administracién; la velocidad de
excrecion, la combinacién de farmacos; la gravedad del trastorno o la condicion
patologica particulares; y el sujeto que se somete a terapia, pero puede ser
determinada por un especialista en la técnica segin su propio conocimiento y esa

descripcion.

Alternativamente a la composicion farmaceéutica, la composicion de la invencion

también puede ser una composicion nutritiva.

El término “composicion nutritiva” de la presente invencién se refiere a aquel alimento
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 composicién nutritiva
puede ser destinada a la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o del factor
causante de una enfermedad. Por tanto, el término “composicién 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 composicion nutritiva es un alimento, un suplemento,

un nutracéutico, un probiotico o un simbidtico.

En una realizacion mas particular, el alimento se selecciona de la lista que comprende:
producto lacteo, producto vegetal, producto céarnico, aperitivo, chocolate, bebida o
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alimento infantil. ElI 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.

El término “suplemento”, sinébnimo de cualquiera de los términos “suplemento
dietético”, “suplementos 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 invencion 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 invencién se refiere a
aquellos alimentos que contienen una mezcla de prebiéticos y probiéticos. Por regla
general contienen un componente prebibtico que favorece el crecimiento y/o actividad
metabdlica y en definitiva el efecto del probibtico con el que se combina, como por
ejemplo y sin limitar puede ser la asociacibn de la fructooligosacaridos o

galactooligosacaridos a las bifidobacterias.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de la cepa de la invencién, o
los componentes derivados de ella, o la composicibn de la invencién, para la

fabricacién de un medicamento, de una composicion nutritiva o de un alimento.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la cepa C. minuta DSM 32891, un
12
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componente celular, metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus
combinaciones obtenida de la cepa de la invencién, o la composicién de la invencién,
para su uso como medicamento. ElI término medicamento ha sido definido

previamente, y es aplicable al presente aspecto inventivo.

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con la cepa de la invencién, una
cepa derivada de ella, un componente celular, metabolito, molécula secretada o
cualquiera de sus combinaciones obtenidas de la cepa de la invencién, o la
composiciéon de la invencién, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de

alteraciones del estado de animo, tales como la depresién.

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

(i) aliviar la enfermedad o la condicién patoldgica, es decir, causar la regresion de la
enfermedad o la condicion patoldgica o su sintomatologia;

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patologica.

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 predisposicién por la condicidn patolégica.

En la presente invencion, los trastornos o alteraciones del estado de animo incluyen,
sin limitar a, depresion, depresion mayor, depresion atipica, depresion tipica o
melancélica, depresion psicética, depresion catatonica, depresion pre- y postparto, el
trastorno bipolar trastorno afectivo estacional, distimia, desorden depresivo de la
personalidad, depresion doble, trastorno depresivo no especificado, trastorno
depresivo breve recurrente, depresion menor, desorden del estado de &nimo inducido

por el abuso de sustancias o por el uso de farmacos, 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 o cualquiera de sus combinaciones obtenidas a partir de la cepa de
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invencién, o la composicién de la invencion, para su uso como coadyuvante en los

tratamientos o prevencion de trastornos del estado de animo.

En la presente invencién se entiende por “coadyuvante” a aquel compuesto que ayuda
a mejorar la efectividad o eficiencia de otros medicamentos para el tratamiento de la
trastornos del estado de animo, 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 invencion con mecanismos de accidon complementarios.

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona el uso de la cepa de la invencioén,
una cepa derivada de la cepa de la invencién, el componente celular, metabolito,
molécula secretada o cualquiera de sus combinaciones obtenidas a partir de la cepa
de invencion, o la composicion de la invencion, para la elaboracion de un alimento. El
término medicamento ha sido definido previamente en la presente descripcion y es

aplicable al presente aspecto inventivo.

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 descripcidén y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: Evaluacion del efecto de la administracion de B. breve MF217 (1x10°
ufc/dia) y C. minuta DSM 32891 (1x10° ufc/dia) en ratones C57BL/6 (n=10/grupo)
expuestos a estrés social agudo en el test de preferencia de sacarosa (SPF). Los
datos estan expresados en gramos con medias y error estandar. Las diferencias
estadisticamente significativas se establecieron aplicando ANOVA de un factor
seguido por el test post hoc Bonferroni (***=p<0.001, diferente respecto de los ratones
control; #=p<0.05, diferente respecto a los ratones sometidos a estrés y sin tratar). C,
ratones control; E, ratones sometidos a estrés agudo sin tratar; B. Bre, ratones
sometidos a estrés agudo y tratados con B. breve; C. min, ratones sometidos a estrés

agudo y tratados con C. minuta.
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Fig. 2: Evaluacion del efecto de la administracion de la cepa B. breve MF217
(1x10° ufc/dia) y C. minuta DSM 32891 (1x10° ufc/dia) en ratones C57BL/6
(n=10/grupo) expuestos a estrés social agudo en el test de suspensién por la
cola (TST). Los datos estan expresados como medias del tiempo (segundos) y su
error estandar. Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron
aplicando ANOVA de un factor seguido por el test post hoc Bonferroni (***=p<0.001,
diferente respecto de los ratones control). C, ratones control; E, ratones sometidos a
estrés agudo sin tratar; B. Bre, ratones sometidos a estrés agudo y tratados con B.

breve; C. Min, ratones sometidos a estrés agudo y tratados con C. minuta.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

EJEMPLO 1. Aislamiento e identificacion de especies de Christensenella

El material biologico objeto de la patente se aislo de heces procedentes de voluntarios
sanos, las cuales se procesaron y se inocularon en Medio para Bacterias Intestinales
(MBI) cuya composicion se basa en los medios recomendados en publicaciones
previas [18],[19], modificaciones disefiadas por los inventores. Estas consistieron en
fermentar las heces procesadas, manteniendo un pH constante, en una cadmara de
anaerobiosis, durante 24h. El propio medio MBI fermentado se usé como suplemento
del medio Fastidious Anaerobe Agar (FAA) con 0,5% de sangre desfibrinada, que se
utilizé para inocular diluciones seriadas de las heces y aislar colonias, tras incubar las
placas durante 72h a 37°C y en camara de anaerobiosis. Entre las colonias que

crecieron, se aislé Christensenella minuta DSM 32891.

Su identificacion se realiz6 mediante secuenciacion del gen del 16S rRNA (1.26 Kb)
empleando los cebadores 27f (SEQ ID NO: 1: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y
1401r (SEQ ID NO: 2: 5’- CGGTGTGTACAAGACCC-3) por la tecnologia Sanger en
un secuenciador ABI 3730XL. Mediante comparacion de las secuencias obtenidas con
las de la base de datos de NCBI y el algoritmo BLASTn se obtuvo la identificacion de

la cepa aislada DSM 32891 con la especie Christensenella minuta con un porcentaje
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de identidad del 100%. La secuencia (SEQ ID NO: 3) completa se incluye a

continuacion:

>16S rRNA gene sequence of Christensenella minuta DSM 32891

ACTTCATGTGGGCGGGTTGCAGCCCACAATCCGAACTGGGACCGGCTTTTTGAGATTCGC
TTCCCCTTACGGGTTCGCTGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAGA
CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGTCCCCGGCAGTC
TCACTAGAGTTCCCGCCTTTACGCGCTGGCAACTAGCAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCTCTCTG
CCCCGAAGGGAAACTGTATCTCTACAGTCGTCAGAGGATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGATCGTACTCCCCAGGCGGGATACTTAATGCGTTTGCTTCGGC
ACGGAACCCTATCGGGCCCCACACCTAGTATCCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTTACAGTCCAGAAAGT
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTC
CACTTCCCTCTCCTGTACTCAAGTCACACAGTTTCAAATGCAACCCCGGGGTTAAGCCCC
GGTCTTTCACATCTGACTTACATGACCACCTACGCACCCTTTACGCCCAGTAATTCCGGA
CAACGCTTGCTCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGAGCTTCCTC
CTATGGTACCGTCATTTCTTTCGTCCCATAGGACAAAGGTTTACAATCCGAAGACCTTCT
TCCCTCACGCGGCGTTGCTGGGTCAGGGTTTCCCCCATTGCCCAATATTCCCCACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTACCCATCGTTGACTTGGTGGGCCGTTACCTCACCAACTATCTAATGGGACGCGAGC
CCATCCTGCATCGAATAAATCCTTTTACCTCAAAACCATGCGGTTTCGTGGTCTCATGCG
GTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTGTCCCCCGTTGCAGGGCAGGTTGCTCACGCGTTAC
TCACCCGTCCGCCACTCGGTATACCCACAGTTCCTCCCGAAGGATTCACAAAGGGCAACC
T

EJEMPLO 2. Efectos de la cepa C. minuta DSM 32891 en un modelo animal de
depresién inducido por estrés social.

Desarrollo del modelo animal de estrés social agudo y toma de muestras

Para este estudio se emplearon ratones C57BL/ 6 machos que llegaron en edad
adolescente (dia post natal 32, Charles River, Les Oncins, France). Fueron
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (23°C), humedad relativa (40-
50%) y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y alimentados con dieta estandar (D12450K,
Research diet, Brogaarden, Dinamarca) durante 11 semanas (la primera semana
estuvieron en cuarentena en una sala preparada para prevenir posibles zoonosis). Los
ratones se dividieron aleatoriamente en 4 grupos experimentales (n=10). Grupo control
(C), grupo estrés (E), grupo tratado con Christensenella minuta DSM 32891 (C.min) y
grupo tratado con Bifidobacterium breve MF217 (B. breve) utilizada con fines
comparativos. Los ratones del grupo C. min fueron tratados con una dosis oral de la
cepa bacteriana objeto de la invencion (1x10° unidades formadoras de colonias [UFC])

suspendida en 10% de leche deshatada; el grupo B. breve fue tratado con una dosis
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de B. breve (1x10° unidades formadoras de colonias [UFC]) suspendida en 10% de
leche desnatada. El vehiculo o placebo (10% de leche desnatada) se administré de
igual forma tanto al grupo control como al grupo estrés. Se administré el tratamiento o
placebo durante 10 semanas. Transcurridas estas 10 semanas, los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical para la obtencion de muestras, incluyendo sangre,

intestino, cerebro, contenido fecal y heces.

Modelo de estrés social agudo

Para inducir estrés social agudo se empled un modelo animal de derrota social basado
en el paradigma del residente-intruso [20]. En este modelo se permiti6 a uno de los
dos animales (el residente) establecer territorialidad en su propia caja. A continuacion,
se introdujo a los ratones objeto de estudio (intruso), en nuestro caso machos
C57BL/6, uno por uno en la jaula del ratén residente. Para ello se emplearon como
ratones residentes a machos adultos (4 semanas) agresivos de la cepa CD-1 (Charles
River, Les Oncins, France), que previamente fueron aislados y entrenados para ser
mas agresivos. Durante 4 dias seguidos se realizaron encuentros agonisticos
(introduccion de ratén naive en la jaula del residente durante 10 minutos) en los que se
permitié que hubiera contacto fisico entre ellos y en los que el raton intruso sufrio un
alto grado de estrés (reflejado en la produccién de altos niveles de corticosterona). Los
encuentros agonisticos tuvieron lugar en una sala neutra y no en el animalario en el
que estaban estabulados habitualmente. Los ratones experimentales (intrusos)
mostraron un comportamiento de evasion o huida, asi como de defensa/sumision
después de sufrir la agresion (amenaza/ataque) por parte de su oponente. El criterio
empleado para definir que un animal habia sido derrotado fue la adopcion de una
postura especifica que significa derrota. Se caracteriza por una postura de sumision
vertical con las patas delanteras flacidas, la cabeza inclinada hacia arriba y las orejas
retraidas [21].

El grupo control no se expuso a la derrota social; sin embargo, todos los ratones de
este grupo se introdujeron 10 minutos en una jaula exactamente igual a las que se
emplearon para realizar los encuentros agonisticos. Durante 10 minutos exploraron la

jaula sin tener contacto con ningdn oponente.

Antes de realizar los encuentros agonisticos los animales estuvieron en ayuno durante

12 horas. Inmediatamente después de la derrota social los animales fueron expuestos
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durante 2 horas a comida, agua y agua con sacarosa al 3%.

Test de preferencia por la sacarosa 3% (“Sucrose Preference Test” SPT)

El test de preferencia por la sacarosa al 3% se realizé para evaluar el comportamiento
heddnico/anheddnico asociado a la conducta depresiva. ElI comportamiento
anheddnico (incapacidad para sentir placer), se considera uno de los sintomas mas
claros de depresion [22]. Diferentes estudios en animales han demostrado que los
animales deprimidos consumen menos agua con sacarosa al 3%, considerandose este

un comportamiento anhedadnico.

La prueba consiste en privar de agua a los animales durante 12 horas y a continuaciéon
exponerlos a dos opciones, o bien agua o bien agua con un 3 % de sacarosa disuelta.

Las botellas de sacarosa y agua fueron cambiadas durante el periodo de prueba de 2
h para asegurar que no hubiera un efecto relacionado con la preferencia de lugar. La
cantidad de sacarosa al 3% ingerida durante esas 2h indicaria un comportamiento
heddnico/anhedodnico. Una menor ingesta de sacarosa indicaria anhedonia. La
preferencia por la sacarosa fue calculada como el porcentaje de sacarosa ingerida en

relacion al total de la cantidad de liquido consumido y corregida por peso corporal.

Los resultados (Figura 1) indican que los animales estresados (E) ingieren
significativamente menos sacarosa al 3% que los ratones control (p<0.01) indicando
un comportamiento anhedonico y, por tanto, depresivo. El tratamiento con B. breve
restaura parcialmente la anhedonia, aunque esta mejora no llega a ser significativa.
Sin embargo, el tratamiento con C. minuta si restaura totalmente el comportamiento

depresivo (p<0.05), indicando una mayor efectividad respecto a B. breve.

Tail suspensién test

Los ratones fueron suspendidos en el borde de una mesa con cinta adhesiva colocada
aproximadamente a 1 cm de la punta de la cola en una posiciébn que no podian
escapar ni aferrarse a superficies cercanas. El comportamiento dirigido a tratar de
escapar se cuantifico, asi como el tiempo de inmovilidad durante 5 minutos. La
duracion de la inmovilidad (como una medida de desmotivacion) fue registrada durante
los 5 min que durd el test. Este test es ampliamente utilizado para la evaluaciéon del

comportamiento depresivo en ratones [21].
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Los resultados (Figura 2) indican que los animales estresados (E) permanecen
significativamente mas tiempo inméviles respecto del tiempo que se estan moviendo
(p<0.001) mientras que los ratones control (C) no muestran ninguna diferencia
significativa. Esto indica un comportamiento depresivo ya que los animales no tratan
de escapar, sino que se rinden mostrando poca motivacion por la supervivencia. El
tratamiento con B. breve no mejora este comportamiento depresivo, manteniendo
diferencias significativas entre el tiempo de inmovilidad y el tiempo en que los ratones
se estaban moviendo (p<0.001). Sin embargo, el tratamiento con C. minuta (C. min) si
restaura este comportamiento depresivo, reduciendo el tiempo en el que los ratones
estan inméviles, de modo que las diferencias entre ambas medidas se redujeron y no

fueron significativas.

Estos resultados demuestran que el tratamiento oral con C. minuta muestra una mayor
eficacia respecto a posibles probiéticos convencionales, como B. breve, en la mejora
del comportamiento depresivo en un modelo de depresion inducido por estrés social

agudo.

Los resultados de ambos test evidencian por primera vez que el tratamiento con C.
minuta restaura el comportamiento depresivo en ratones que han sido expuestos a
estrés social agudo. Los datos demuestran que C. minuta seria una mejor eleccion
como tratamiento para mejorar alteraciones del estado de &nimo, como el

comportamiento depresivo, que los probidticos convencionales.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Christensenella minuta con niumero de depésito DSM 32891.

2. Una cepa derivada de la cepa segun la reivindicacion 1.

3. Cepa segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la cepa es un mutante genéticamente

modificado.

4. Cepa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha cepa esta en

la forma de células viables o en la forma de células no viables.

5. Un componente celular, metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus
combinaciones obtenidos a partir de la cepa segln una cualquiera de reivindicaciones
lad4.

6. Una composicion que comprende una cepa segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4 o un componente celular, metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus

combinaciones segun la reivindicacion 5.

7. Composicion segun la reivindicacion 6, en donde la composicion comprende,

adicionalmente, al menos un componente bioactivo.

8. Composicion segun la reivindicacién 6 o 7, en donde la composicién comprende,
adicionalmente, al menos un microorganismo distinto de la cepa segun la cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 4.

9. Composicién segun la reivindicacién 8, en donde el microorganismo es una bacteria

intestinal o una bacteria lactica.

10. Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde dicha

composicion es una composicion farmacéutica.

11. Composicion segun la reivindicacién 10, en donde la composicion comprende,

adicionalmente, al menos un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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12. Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, en donde dicha
composicidn se presenta en una forma adaptada a la administracién oral, sublingual,

nasal, bronquial, linfética, rectal, transdérmica, inhalada o parenteral.

13. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde dicha

composicién es una composiciéon nutritiva.

14. Composicion segun la reivindicacion 13, en donde la compaosicién nutritiva es un

un alimento, un suplemento, un nutracéutico, un probidético o un simbidtico.

15. Composicion segun la reivindicacion 14, en donde dicho alimento se selecciona de
la lista que consiste en un producto lacteo, un producto vegetal, un producto carnico,

un aperitivo, chocolate, bebida o alimento infantil.

16. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 15, donde dicha
composicién tiene una concentracion de la cepa de entre 10* y 10 unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo o mililitro de composicion final.

17. Cepa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un componente celular,
metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus combinaciones segun la
reivindicacion 5, o una composicién seguin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a

16, para su uso como medicamento.

18. Cepa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un componente celular,
metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus combinaciones segun la
reivindicacion 5, o una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a
16, para su uso en la prevencién y/o el tratamiento de alteraciones del estado de

animo.

19. Cepa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un componente celular,
metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus combinaciones segun la
reivindicacion 5, o una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a
16, para su uso como coadyuvante en los tratamientos de alteraciones del estado de

animo.
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20. Cepa segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19, donde los trastornos
del estado de animo se seleccionan de la lista que comprende: depresion, depresion
mayor, depresion atipica, depresién tipica o melancélica, depresion psicotica,
depresién catatdnica, depresion pre- y postparto, el trastorno bipolar trastorno afectivo
estacional, distimia, desorden depresivo de la personalidad, depresién doble, trastorno
depresivo no especificado, trastorno depresivo breve recurrente, depresiébn menor y
desorden del estado de animo inducido por el abuso de sustancias o por el uso de

farmacos

21. Uso de la cepa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un componente
celular, metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus combinaciones segun la
reivindicacion 5, o una composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a

16, para la elaboracién de un alimento.
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