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DESCRIPCION

Bacteria de Holdemanella sp. vy uso de la misma

La presente invencion se refiere al género Holdemanella, a la especie Holdemanella
biformis y a la cepa H. biformis CECT 9752, 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 de alteraciones de la
homeostasis energética y el metabolismo de la glucosa. La presente invencién 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

La obesidad representa actualmente un gran desafio para la salud en todo el mundo
debido a su alta prevalencia y comorbilidades relacionadas con alteraciones de la
homeostasis energética. Entre éstas se incluyen por ejemplo la dislipemia, el sindrome
metabdlico, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, la esteatosis hepatica o
higado graso, la hipertensién, la retinopatia, y alteraciones del comportamiento
alimentario. Estas patologias y especialmente las que implican alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, como la diabetes, también se pueden presentar en sujetos no

obesos aunque el aumento de masa corporal supone un importante factor de riesgo.

La obesidad se caracteriza por el aumento de peso y de masa corporal provocado

principalmente por un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético.

El sistema neuroendocrino regula el balance energético a través de hormonas intestinales
que son claves para el control de la ingesta y el metabolismo en diversos 6rganos vy
tejidos. Entre las hormonas intestinales destacan el péptido similar al glucagon 1 (GLP-1)
y el péptido YY (PYY) secretados por las células L, presentes principalmente en la region
distal del intestino. Estas hormonas no solo ejercen efecto directo sobre los érganos
distales (higado, tejido adiposo) para controlar el metabolismo energético, sino que
también actuan como mediadoras del control central del metabolismo y del
comportamiento alimentario por las vias neural y endocrina a través del eje intestino-

cerebro. El GLP-1 es un péptido que suprime el apetito a nivel del hipotdlamo e induce
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saciedad, regula el metabolismo de glucosa al inducir la secrecién de insulina en el
pancreas, reduce la sintesis de glucagén y reduce el vaciamiento gastrico. Ademas, el
GLP-1 contribuye a la reduccion del peso corporal, la esteatosis hepatica y el riesgo de
desarrollar diabetes y patologias cardiovasculares. EI PYY es mas estable que el GLP1,
igualmente, actua induciendo saciedad y regulando el metabolismo de glucosa
principalmente a través de la reduccion del vaciamiento gastrico, contribuye asi a la
reducciéon de la ingesta y del peso corporal. También reduce el consumo excesivo de
alimentos mediante la activaciéon de la proopiomelanocortina (POMC) e inhibicion del

neuropéptido Y (NPY) en el sistema nervioso central.

El higado es un 6rgano esencial en la integracion de sefiales endocrinas, neurales y
nutricionales para almacenar o movilizar nutrientes en funcidon de la demanda energética.
Este papel integrador hace que el higado sea un érgano esencial en el mantenimiento de
la homeostasis energética y la glucemia en concentraciones fisioldgicas. Su actividad
metabdlica esta estrechamente controlada por la insulina y otras hormonas metabdlicas.
En presencia de glucosa, la insulina estimula la glucdlisis y lipogénesis, pero suprime la
gluconeogénesis, en cambio, durante el ayuno prolongado la gluconeogénesis hepatica
es la principal fuente de produccion de glucosa enddégena. El higado no solo utiliza la
glucosa como el principal combustible metabdlico, sino que también utiliza los acidos
grasos. Los hepatocitos obtienen los acidos grasos del torrente sanguineo, que se liberan
del tejido adiposo o se absorben de los alimentos en el tracto gastrointestinal. Los acidos
grasos son translocados al interior de la mitocondria a través de la carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT-1) para ser metabolizados mediante la beta-oxidacion los
acidos para producir Acetil-CoA. La beta-oxidacion mitocondrial no solo proporciona
energia para los hepatocitos, sino que también genera cuerpos cetonicos (B-
hidroxibutirato, acetoacetato y acetona) que se exportan a la circulacion y proporcionan
energia para los tejidos extrahepaticos. La conexion del intestino y el higado, mediante la
vena porta, permite el transporte de nutrientes, hormonas y metabolitos de la microbiota
intestinal. La regulacién del metabolismo hepatico también puede estar regulada
indirectamente por el tracto intestinal a través del sistema nervioso central (SNC). En
respuesta a la ingestion de alimentos, las sefales se transmiten a través de las

aferencias vagales al nucleo del tracto solitario (NTS) en el cerebro.

Las estrategias preventivas y terapéuticas basadas en dietas hipocaléricas y aumento de

la actividad fisica representan la primera opcion en el manejo de la obesidad y sus
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complicaciones metabdlicas, pero suelen tener una efectividad limitada a largo plazo. Por
ello, se requiere de alternativas coadyuvantes a los cambios en el estilo de vida, que
permitan mejorar su eficacia. Por otro lado, las estrategias farmacoldgicas, incluidas las
basadas por ejemplo en agonistas del receptor del GPL-1, presentan efectos secundarios
en parte debido a que se consumen de forma continuada al utilizarse para tratar
patologias crénicas (Paternoster et al., 2018). Ademas, su efectividad es limitada debido
a que estan basadas en una unica diana terapéutica, sin abordar la complejidad de

mecanismos que contribuyen a la obesidad y sus complicaciones.

La obesidad y sus comorbilidades (diabetes tipo 2, dislipidemia, enfermedad
cardiovascular, higado graso, sindrome metabdlico, etc.) se han asociado a alteraciones
en la composicién y funciones de la microbiota intestinal en estudios observacionales en
humanos, sugiriendo que la microbiota intestinal podria desempefar una funcién
relevante en estos trastornos. Esta hipotesis se ha confirmado mediante la transferencia
de la microbiota de individuos enfermos o sanos a nuevos sujetos y observando que
estos ultimos adquirian el fenotipo del donante. Estos experimentos confirman que dichas
alteraciones de la microbiota, en parte debidas a las dietas hipercaldricas, contribuyen al
desarrollo de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas. Esta evidencia ha dado
lugar al desarrollo de estrategias de intervencion sobre el ecosistema intestinal, como el
uso de probidticos, como alternativa para mejorar el tratamiento y prevencion de la
obesidad. Los productos inicialmente desarrollados se han basado en cepas bacterianas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, debido a su historia de uso
seguro en alimentacién. En la actualidad se sabe, no obstante, que otras bacterias
presentes de forma natural en mayor proporcion en el intestino humano y relacionadas
con un fenotipo delgado, podrian ser alternativas mas eficaces. A diferencia de las
estrategias farmacoldgicas, el uso de bacterias intestinales comensales tendria la ventaja
de poder actuar a través de diversos mecanismos de accion, regulando tanto las vias del
sistema endocrino como las neurales que controlan el balance energético y, a priori, sin
causar efectos adversos. En relacién a las posibles propiedades beneficiosas del género
Holdemanella y la especie Holdemanella biformis y sus cepas, no se han identificado
documentos precedentes que demuestran sus efectos beneficiosos sobre las alteraciones

y patologias objeto de la presente.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al género Holdemanella, a la especie Holdemanella
biformis y a la cepa H. biformis CECT 9752 asi como a sus componentes celulares,
metabolitos, moléculas secretadas de dicha bacteria, y a las composiciones que
comprenden los productos anteriores, asi como a su uso para la prevencion y/o

tratamiento de alteraciones de la homeostasis energética y el metabolismo de la glucosa.

Uno de los efectos beneficiosos de la bacteria objeto de la presente invencién, asi como
de los productos derivados esta, es su capacidad para reducir los mediadores celulares y
humorales de la inflamacién, asociados a la obesidad y a disfunciones relacionadas con
el metabolismo de la glucosa (por ejemplo, pero sin limitarse a, resistencia insulinica,

sindrome metabdlico y diabetes).

Como puede verse en los ensayos in vitro llevados a cabo por los inventores (Ejemplo 2
de la presente descripcion), las bacterias que se incluyen en el ambito de la presente
invencién inducen una respuesta antiinflamatoria en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs), ya que incrementa la produccién de la citocina anti-inflamatoria 1L-4
con respecto a la pro-inflamatoria IFNy, y disminuye los niveles de monocitos clasicos
(CD14++CD16-) respecto a los efectos inducidos por el lipoplisacarido LPS, inductor de la
inflamacién en la obesidad (ver Tabla 1). Dicho efecto antiinflamatorio puede contribuir a
mejorar la resistencia a insulina y la intolerancia a la glucosa causada por el estado pro-
inflamatorio de la obesidad en mayor medida que otras bacterias intestinales (ver Ejemplo
2).

Un aspecto fundamental de la invencion es la capacidad del género Holdemanella, en
particular de la especie H. biformis y, especialmente, de la cepa CECT 9752 para regular
el sistema enteroendocrino, contribuyendo asi a la mejora del metabolismo de la glucosa
y la regulacién del apetito, lo que a largo plazo puede reducir el peso y grasa corporal.
Entre los resultados mas significativos obtenidos en los ensayos in vivo (ver Ejemplo 3)
cabe destacar la capacidad de las cepas incluidas en el ambito de la invencién para: (i)
normalizar los niveles de péptido YY (PYY) y de la incretina GLP-1 en plasma (ver Figura
2a, 2b); (ii) reducir la hiperglucemia basal inducida por la dieta hipercaldrica (ver Figura
1a) y (iii) mejorar la tolerancia de glucosa en un test de sobrecarga oral de glucosa (ver

Figura 1b), en ratones que desarrollan obesidad y un estado de pre-diabetes al ser
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alimentados con dieta de alto contenido energético procedente de grasas saturadas
(45%) y azucares (20%). Ademas, la bacteria restaura la cascada de sefalizacion de
insulina y mejora la captacion de glucosa en el higado, como se deduce del analisis de

expresion génica realizado en este érgano (ver Figuras 3 y 4).

El efecto beneficioso de estas bacterias sobre el mantenimiento o la restauracion de la
homeostasis energética y, especificamente, de la homeostasis de glucosa seria aplicable
a individuos que sufren hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glucosa, resistencia
a insulina, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, diabetes gestacional, diabetes tipo 1,
disfuncion pancreatica, sobrepeso, obesidad, alteraciones hormonales, tiroiditis,
disfuncion hepatica, esteatosis hepatica, dislipemia, hipertrigliceridemia, patologias
cardiovasculares, retinopatia y alteraciones del comportamiento alimentario, o a

individuos con riesgo de sufrir estas alteraciones.

Su administracion como suplemento alimentario o como farmaco supone un importante
progreso en la prevencion primaria de alteraciones del metabolismo energético y de la
glucosa y patologias asociadas cronicas, cuya prevalencia se ha triplicado en las ultimas
tres décadas, debido al excesivo consumo de alimentos ricos en grasa y azucar, siendo

ademas una de las principales causas de muerte en las sociedades occidentales.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a la cepa H. biformis CECT
9752 con numero de depdsito CECT 9752, de aqui en adelante “cepa de la invencion” o
“cepa CECT 9752” o “cepa G59”.

H. biformis fue aislado a partir de heces se seres humanos. La cepa fue depositada por el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) el 5 de noviembre de 2018 bajo el
Tratado de Budapest en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT, calle Catedratico
Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna, Valencia, Espafa). El numero de depdsito asignado
fue CECT 9752.

La clasificacion cientifica de la cepa de la invencion es Dominio Bacteria; Filo Firmicutes;
Clase Erysipelotrichia; Orden Clostridiales; Familia Erysipelotrichaceae; Género
Holdemanella; Species Holdemanella biformis. A lo largo del tiempo, la cepa de la
invencién ha recibido varios nombres, como son “Pseudobacterium biforme" (Eggerth
1935) Krasil'nikov 1949, Eubacterium biforme (Eggerth 1935) Prevot 1938, y "Bacteroides
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biformis" Eggerth 1935. En medio de cultivo crece en Chopped Meat Medium (DSMZ
Medium 78), 37°C, with 0.1% Tween 80, anaerobic.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana derivada de la
cepa H. biformis CECT 9752, donde se mantienen o mejoran las capacidades descritas a
lo largo de la presente invencion. El 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, o
mediante ingenieria genética dirigida a la modificaciéon de genes especificos. Segun una
realizacion preferida, la cepa derivada de la cepa H. biformis CECT 9752, es un mutante
genéticamente modificado. Los términos cepa mutante o cepa derivada pueden ser

utilizados indistintamente.

La cepa H. biformis CECT 9752 o cualquier mutante o derivado de la misma puede ser
utilizada en cualquier forma que ejerza los efectos descritos, como por ejemplo, segun
una realizacién preferida de la presente invencion, la cepa H. biformis CECT 9752 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, congelacion 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 invencion, o a partir de una combinacion 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 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 tecnoldgicos (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
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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 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 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 invencion 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 combinacién de los mismos.

En una realizacién preferida, la composicion de la invencion tiene una concentraciéon 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 invenciéon ademas puede comprender
al menos otro microorganismo adicional del mismo o diferente género, especie o cepa de
la invencion y/o sus componentes celulares, metabolitos o 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 Holdemanella o de la especie H.

biformis;

- al menos una cepa de otra especie del género Bacteroides o de la especie B.

uniformis;
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- al menos una cepa de otra especie del género Phascolarctobacterium y de la especie

P. faecium;

- al menos una cepa de otra especie del género Christensenella y de la especie C.

minuta;

- al menos una bacteria lactica o bifidobacteria de origen humano, alimentario o
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 humano, 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 o 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, en particular, una bacteria intestinal humana.
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Opcionalmente, en otra realizacion particular, la composicion de la invencién puede
ademas comprender al menos un componente bioactivo (sustancia activa, principio activo
0 agente terapéutico), como son por ejemplo otros componentes de alimentos, productos

vegetales y/o farmacos.

El término “componente bioactivo” hace referencia a un compuesto con actividad
biolégica en el ambito de aplicacion de la patente que pueda mejorar o complementar la
actividad de la cepa CECT 9752, incluyendo ingredientes o componentes de los
alimentos (por ejemplo y sin limitar: acidos 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.

En una realizacion particular, la composicién de la invencion 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 concentracion; 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 fisioldgico o psicolégico de un sujeto, que implique 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 terapéutico. El medicamento
al que se refiere la presente invencion 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 o administrarse
a seres humanos con el fin de restaurar, corregir o modificar las funciones fisiolégicas
ejerciendo una accién farmacoldgica, inmunolégica o metabdlica, o de establecer un
diagnostico médico. El “medicamento de uso veterinarioc” 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 fisiolégicas ejerciendo

una accién farmacologica, inmunoldgica o metabdlica, o de establecer un diagndstico
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veterinario. También se consideraran “medicamentos veterinarios” las “premezclas para

piensos medicamentosos” elaboradas para ser incorporadas a un pienso.

Ademas 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 invencion y un componente biactivo, donde a
dicho componente bioactivo se le atribuye una actividad apropiada para constituir un
medicamento. Dicho compuesto de la invencién se refiere obviamente a las 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 invencion.

En una realizacion particular, la composicion farmacéutica ademas comprende, al menos,

un vehiculo y/o un excipiente, farmacéuticamente aceptables.

El “vehiculo” o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcion del vehiculo
es facilitar la incorporacién de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion vy
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
0 peso determinado; o bien que aun sin diluir dichos componentes es capaz de permitir
una mejor dosificacion y administracién 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 invencion, estabiliza
dichos componentes o ayuda a la preparacién 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 funcién de mantener los componentes unidos como por
ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcién de endulzar, funcion de colorante,
funcién de proteccion del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la
humedad, funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de

presentacion como, por ejemplo, el fosfato de calcio dibasico, funcién desintegradora
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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 afade a los
principios activos 0 a sus asociaciones para posibilitar su preparacién y estabilidad,
modificar sus propiedades organolépticas o determinar las propiedades fisico-quimicas
de la composicién 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
farmacoldgicamente 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 administracion oral, sublingual,
nasal, intracatecal, bronquial, linfatica, rectal, transdérmica, inhalada o parenteral,
preferiblemente en una forma adaptada a la administracion oral. La composicion
farmacéutica de la invencion se puede formular en formas solidas, semisélidas, liquidas o
gaseosas, tales como comprimido, capsula, polvo, granulo, ungiento, 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, suspension, suspension extemporanea, vial bebible, comprimido,
capsula, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado. En una realizacion
particular, la composicién de la invencidn se presenta composicion en una forma
adaptada a la administracion oral, sublingual, nasal, bronquial, linfatica, rectal,

transdérmica, inhalada o parenteral.

En una realizacion mas particular, la composicion de la invencion 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 administracién oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin
limitarse, gotas, jarabe, tisana, elixir, suspension, suspensién extemporanea, vial bebible,

comprimido, capsula, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado.
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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
combinacion 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 invencion, 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
condicion patoldgica 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 duracion 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
combinacion de farmacos; la gravedad del trastorno o la condicién patoldgica
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 también

puede ser una composicion nutritiva.

El término “composicion nutritiva” de la presente invencion 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 composicion 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 sindnimo de alimento con propiedades saludables,

alimento funcional o alimento para fines nutricionales especificos o alimento medicinal.

En una realizacién particular, la composicion nutritiva es un alimento, un suplemento, un

nutracéutico, un probidtico o un simbidtico.
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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.

El término “suplemento”, sinénimo de cualquiera de los términos “suplemento dietético”,
“suplemento nutricional”; o “suplemento alimenticio” es un “ingrediente alimenticio”
destinado a complementar la alimentacién. 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 prebidticos y probidticos. Por regla general
contienen un componente prebidtico que favorece el crecimiento y/o actividad metabdlica
y en definitiva el efecto del probidtico con el que se combina, como por ejemplo y sin
limitar puede ser la asociacion de la fructooligosacaridos o galactooligosacaridos a las

bifidobacterias.

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

un medicamento, de una composicion nutritiva o de un alimento.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la cepa CECT 9752, un componente
celular, metabolito, molécula secretada o cualquiera de sus combinaciones obtenida de la
cepa de la invencion, o la composicion de la invencion, para su uso como medicamento.
El término medicamento ha sido definido previamente, y es aplicable al presente aspecto

inventivo.

En otro aspecto, la presente invencidon se relaciona con una bacteria del género
Holdemanella, o una bacteria derivada de ella, un componente celular, metabolito,
molécula secretada, o cualquiera de sus combinaciones, derivado de una bacteria del
género Holdemanella, o una composicion que comprende una bacteria del género
Holdemanella, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades
relacionadas con alteraciones del metabolismo de la glucosa, incluyendo hiperglicemia,
hiperinsulinemia, intolerancia a glucosa, resistencia a insulina, sindrome metabdlico,
diabetes tipo 2, diabetes gestacional, diabetes tipo 1, disfunciéon pancreatica, sobrepeso,
obesidad, alteraciones hormonales, tiroiditis, disfuncidon hepatica, esteatosis hepatica,

dislipemia, hipertrigliceridemia, patologias cardiovasculares y retinopatia.

En una realizacién particular, la bacteria del género Holdemanella es la especie H.

biformis, en particular, la cepa H. biformis con niumero de depdsito CECT 9752.

En la presente invencion, el término “tratamiento” se refiere a combatir los efectos
causados como consecuencia de una enfermedad o condicion patologica 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;

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

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patoldgica.

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 patoldgica en
un sujeto (preferiblemente mamifero, y mas preferiblemente un humano), en particular,

cuando dicho sujeto tiene predisposicién por la condicion patoldgica.

En la presente invencion, se entiende por “enfermedades relacionadas con alteraciones

del metabolismo de la glucosa” a todas aquellas enfermedades en las que se pueden
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producir de forma primaria o secundaria una incorrecta utilizacién de la glucosa por las
células, d6rganos o tejidos, incluyendo hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a
glucosa, resistencia a insulina, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, diabetes
gestacional, diabetes tipo 1, disfuncion pancreatica, sobrepeso, obesidad, alteraciones
hormonales, tiroiditis, disfuncién hepatica, esteatosis hepatica, dislipemia,

hipertrigliceridemia, patologias cardiovasculares y retinopatia.

En la presente invencion se entiende por “intolerancia a glucosa” a aquella alteraciéon
desarrollada como una consecuencia de la falta de produccién o resistencia a la insulina,
en donde la insulina que produce el pancreas es insuficiente para metabolizar el aztcar
de la sangre, lo que hace que el nivel de glucosa se mantenga elevado. Sin embargo,
aunque los niveles de glucosa se encuentren por encima de lo normal, no puede

clasificarse como diabetes. Este estado se considera como “prediabetes”.

En la presente invencion se entiende por “resistencia a la insulina” a aquella condicion en
la cual los tejidos presentan una respuesta disminuida a la accién de la insulina , que
dificulta el que dispongan de la glucosa circulante; en especial el higado, el musculo
esquelético, el tejido adiposo y el cerebro. Esta alteracion en conjunto con la deficiencia
de produccion de insulina por el pancreas puede conducir, después de algun tiempo, al
desarrollo de una diabetes mellitus tipo 2. La resistencia a la insulina también conocida

como resistencia insulinica o insulinorresistencia.

En la presente invencion se entiende por “sindrome metabdlico” a la enfermedad que
comprende un grupo de condiciones que ponen al individuo en riesgo de desarrollar una
enfermedad cardiaca y diabetes tipo 2. Ejemplos de estas condiciones incluyen, sin
limitar a, hipertension arterial, glucosa alta en la sangre, niveles sanguineos elevados de

triglicéridos, bajos niveles sanguineos de HDL y exceso de grasa alrededor de la cintura.

En la presente invencion se entiende por “diabetes tipo 2” a aquella enfermedad
caracterizada por tener niveles altos de glucosa en sangre debido a que el pancreas no
produce suficiente insulina o las células no son sensibles a la insulina y no son capaces
de usarla. La insulina es una hormona que ayuda a la glucosa a entrar a las células para
darles energia. Con el tiempo, un nivel alto de glucosa en la sangre puede causar
problemas serios en el corazon, los 0jos, los rifiones, los nervios, las encias y los dientes.

La diabetes recibe el nombre de gestacional, cuando aparece en el embarazo.
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En una realizacién particular, la invencion se relaciona con una bacteria del género
Holdemanella, o una bacteria derivada de ella, un componente celular, metabolito,
molécula secretada, o cualquiera de sus combinaciones, derivado de una bacteria del
género Holdemanella, o una composicion que comprende una bacteria del género
Holdemanella, para su uso como coadyuvante en el tratamiento de cualquiera de las

enfermedades citadas en parrafos anteriores.

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
enfermedades relacionadas con alteraciones del metabolismo de la glucosa,
incluyendo hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glucosa, resistencia a
insulina, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, diabetes gestacional, diabetes tipo 1,
disfuncién pancreatica, sobrepeso, obesidad, alteraciones hormonales, tiroiditis,
disfuncion hepatica, esteatosis hepatica, dislipemia, hipertrigliceridemia, patologias
cardiovasculares y retinopatia, y/o

- A disminuir la frecuencia de administracion o potenciar su eficacia mediante la
administracion de una formulacion de la cepa de la invencidon con mecanismos de

accion complementarios.

En una otra particular, el tratamiento de la diabetes 2 esta basado en incretinas.

En la presente invencion se entiende por “incretinas” a una serie de hormonas que se
producen en el intestino en respuesta a la ingesta de alimentos y que la regulan, asi
como el metabolismo de la glucosa. Uno de sus efectos mas importantes es la
estimulacion de la secrecion de insulina por el pancreas y la disminucién de los niveles de
glucosa en sangre. Las dos incretinas principales son el polipéptido inhibidor gastrico

(GIP) y el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1).

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con una bacteria del género
Holdemanella, o una bacteria derivada de ella, un componente celular, metabolito,
molécula secretada, o cualquiera de sus combinaciones, derivado de una bacteria del
género Holdemanella, o una composicion que comprende una bacteria del género
Holdemanella, para la elaboracién de un alimento. El término medicamento ha sido
definido previamente en la presente descripcion y es aplicable al presente aspecto

inventivo.
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En una realizacién particular de los usos de la invencion, la bacteria es un mutante

genéticamente modificado.

En otra realizacién particular de los usos de la invencion, la bacteria esta en la forma de

células viables o en la forma de células no viables.

En otra realizacion particular de los usos de la invencién, la composicién comprende,

adicionalmente, al menos un componente bioactivo.

En otra realizacion particular de los usos de la invencién, la composicién comprende,
adicionalmente, al menos un microorganismo distinto de la bacteria del género
Holdemanella, en particular, H. biformis, mas en particular, H. biformis CECT 9752. En
una realizacion mas particular, el microorganismo distinto de la bacteria del género

Holdemanella es una bacteria humana o una bacteria lactica.

En otra realizacién particular de los usos de la invencién, la composicion es una
composicion farmacéutica. En una realizacion mas particular, la composicion comprende,

adicionalmente, al menos un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion particular de los usos de la invencién, la composicion se presenta en
una forma adaptada a la administracion oral, sublingual, nasal, bronquial, linfatica, rectal,

transdérmica, inhalada o parenteral.

En otra realizacién particular de los usos de la invencién, la composicién es una
composicion nutritiva, mas en particular, la composicion nutritiva es un alimento, un
suplemento, un nutracéutico, un probidtico o un simbiotico. En otra realizaciéon todavia
mas particular, 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.

En otra realizacion particular de los usos de la invencion, la composicion tiene una
concentraciéon de la bacteria del género Holdemanella, de entre 10° y 10" unidades

formadoras de colonias (ufc) por gramo o mililitro de composicion final.

En otra realizacion particular de los usos de la invencién, la bacteria del género

Holdemanella es la especie H. biformis, en particular, la cepa H. biformis con niumero de
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depdsito CECT 9752.

A lo largo de la descripcién 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 invencién se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invenciéon. 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: Efecto de la administracién de la cepa H. biformis CECT 9752

(1x10° ufc/dia) a ratones C57BL/6 (n=10/grupo) obesos durante 14 semanas, sobre
glucemia basal y la tolerancia a la glucosa. (a) Niveles de glucemia en ayuno (mg/dl) a
la semana 8 y 10. (b) Test de tolerancia a la glucosa, se midié la glucemia a los 15, 30,
60 y 120 minutos tras haber administrado una sobrecarga oral de glucosa (2 g/Kg). Se
muestra el area bajo la curva (Area Under the Curve, AUC) para los resultados del test de
tolerancia a la glucosa. Los datos se representan con medias y error estandar. Las
diferencias estadisticamente significativas se establecieron aplicando ANOVA de un
factor seguido por el test Tukey (p<0,05). CD, dieta control; HFHSD, dieta rica en grasa;

HFHSD+ H. biformis, con dieta rica en grasa + H. biformis (1x10® ufc/dia).

FIG. 2: Efecto de la administracién de la cepa H. biformis CECT 9752 (1x10° ufc/dia)
a ratones C57BL/6 (n=10/grupo) obesos durante 14 semanas, sobre los niveles de
GLP1 y PYY en plasma. (a) niveles de GLP-1 (Péptido similar al glucagén, “Glucagon
Like Peptide”) y (b) PYY (Péptido YY) en pg/ml. Los datos se representan con medias y
error estandar. Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron aplicando
ANOVA de un factor seguido por el test Tukey (p<0,05). CD, dieta control; HFHSD, dieta

rica en grasa.

FIG. 3: Efecto de la administracién de la cepa H. biformis CECT 9752 (1x10° ufc/dia)
a ratones C57BL/6 (n=10/grupo) obesos durante 14 semanas sobre los niveles
enziméticos del metabolismo energético en higado. Expresién relativa de los genes
de: glucoquinasa (GcK), unidad catalitica de glucosa-6 fosfatasa (G6Pc),

fosfoenolpiruvato carboxilasa 1 (PcK1), lipoproteinlipasa (LpL), acetil-CoA carboxilasa
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(ACC), sintetasa de acidos grasos (FAS), lipasa sensible a hormona (HSL) y carnitina
palmitoiltransferasa (Cpt1a). Las diferencias estadisticamente significativas se
establecieron aplicando el ANOVA de un factor seguido por el test Tukey (p<0,05) (ay b).
CD, dieta control; HFHSD, dieta rica en grasa.

FIG. 4: Efecto de la administracion de la cepa H. biformis CECT 9752 (1x10° ufc/dia)
a ratones C57BL/6 (n=10/grupo) obesos durante 14 semanas sobre los niveles de
expresion de (a) periferina y (b) el receptor de GLP-1 y de proglucagén (c) en el
ileon. Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron aplicando ANOVA
de un factor seguido por el test Tukey (p<0,05). CD, dieta control; HFHSD, dieta rica en

grasa.

EJEMPLOS

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

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

EJEMPLO 1. Aislamiento e identificacion de Holdemanella biformis.

Se procedié al aislamiento de diferentes bacterias intestinales a partir de heces
procedentes de voluntarios sanos. Se usaron 1,25 gramos de heces y se diluyeron en
tampén fosfato 10 mM con cisteina al 0,05% (dilucion 1:10) conteniendo una
concentracion de NaCl de 130 mM (PBS) y se homogeneizaron en un stomacher Lab-
Blender 400 (Seward Medical, Londres, 35 UK). Dicha dilucién se inocul6é en 37,5 mL de
medio para bacterias intestinales (MBI) cuya composicion se basa en los medios
recomendados en publicaciones previas (Gibson, G.R., et al., Appl. Environ. Microbiol.,
54 (1 1): 2750-5, 1988; Lesmes, U et al., J. Agric. Food Chem., 56: 5415-5421, 2008), con
algunas modificaciones disefiadas por los inventores:

-Ingredientes principales: agua destilada (1600 mL), agua de peptona (4g), NaHCO; (4 g),

CaCl,(0,02 g), pectina (4 g), xilano (4g), extracto de salvado de trigo (4 Q),
arabinogalactanos (2g), goma arabiga (2g), almidén (10 g), caseina (6g), inulina (2 g),
NaCl (0,2 g). Autoclavada a 121°C durante 60 minutos y dejada enfriar hasta el dia
siguiente.

-Solucién de mucina: Mucina (8 g), agua destilada (200 mL). Autoclavada

20 minutos.
-Sales y vitaminas: Agua destilada (100 mL), K;HPO, (0,08 g), KH,PO, (0,08 g), MgSO,
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(0,02 g), hemina (0,01 g) y menadiona (0,002 g).

-Solucién de cisteina: L-cisteina-HCI (1 g), agua destilada (100 mL).

Se juntaron la mezcla de sales y vitaminas con la solucién de cisteina y se afiadié 6M

KOH hasta que la solucién final se volvié marrén translicida y se esterilizé por filtracion.

El MBI final se obtuvo mezclando los ingredientes principales, la solucion de mucrina, las
sales y vitaminas y solucion de cisteina completando un volumen de 2 L en condiciones

de esterilidad.

Los 50 mL de heces diluidas en medio MBI preparado por los inventores se fermentaron
durante 24 horas en una camara de anaerobiosis (Whitley DG250 Workstation, Don

Whitley Scientific) en agitacion manteniendo el pH entre 6,9-7,0.

El propio medio MBI fermentado durante 24 horas se filtré (por un tamafio de poro de
0,22pm) y se us6 como suplemento de placas de agar de medio “Fastidious Anaerobe
Agar” (FAA) con 0,5% de sangre desfibrinada, en las cuales se realiz6 la siembra de
diluciones seriadas de las heces fermentadas (0,1 mL de inoculo de cada dilucién seriada
en cada placa). Este suplemento del medio MBI fermentado contiene sustratos
producidos por la microbiota intestinal, siendo un medio enriquecido en nutrientes
presentes en el ecosistema intestinal que permite una mejor recuperacion de bacterias
autéctonas en condiciones de laboratorio. Las placas sembradas se incubaron 72 horas a

37°C y en camara de anaerobiosis.

Entre las colonias que crecieron tras las 72 horas en placa se aislé Holdemanella biformis
CECT 9752. Su identificacion se realizé mediante secuenciacion del gen del 16S rRNA
(1,26 Kb) empleando los cebadores 27f (5—~AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 (SEQ ID
NO: 1))y 1401r (5- CGGTGTGTACAAGACCC-3’ (SEQ ID NO: 2)). Las reacciones tras la
amplificacién del ADN se purificaron con el kit de lllustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kits (GE Healthcare) y se secuenciaron por la tecnologia Sanger en un
secuenciador ABI 3730XL (Stabvida-Caparica-Portugal). Mediante comparacién de las
secuencias obtenidas con la base de datos de NCBI y el algoritmo BLASTn se obtuvo la
identificacion de la cepa aislada (G59) con la especie Holdemanella biformis DSM 3989

(secuencia parcial, ARN ribosomal del 16S) con un porcentaje de identidad del 98%.
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Secuencia del 16S (SEQ ID NO: 3) empleada para identificaciéon de identidad por
algoritmo Blastn empleando los oligos 27F y 1401r para su secuenciacion:
CTTCATGAAGTCGGGTTGCAGACTTCAATCCGAACTGAGACGTCCTTTATGAGATTCGCT
TGCCTTCACAGGCTTGCCGCTCTTTGTAGACGCCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCAGGCC
ATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCT
GATATGAGTCCTCAACTCAATGTTAGTAACATATCACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCTCCTTGATA
ACCTCGGATATATCTCTATACCTCTGCAAGGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCTTCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCACACTTGCGTGCATACTCCCCAGGCGGAGAACTTATTGCGTTAACTGCGGCACTGA
GTTATTCCCCCAACACCTAGTTCTCATCGTTTACGGCGTGGACTACTAGGGTATCTAATC
CTATTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCTTCAGTGTCAGAATCCAGACCAGACGGCCGCCTTC
GCCACCGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTTACCGCTACACATGGAGTTCCGCCGTC
CTCTTCTGTTCTCTAGCTGATCAGTTTCCAGAGCAAGTACGGGTTGAGCCCATACCTTTT
ACTCCAGACTTGATCTGCCACCTACGCACCCTTTACGCCCAATCATTCCGGATAACGCTC
GCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGTAAGATA
CCATCACTCACTCATCATTCCCTATGAGTGCCGTTTTTCTCTTACAACAGAGCTTTACGA
TCCGAAGACCTTCCTCACTCACGCGGCATTGCTCGTTCAGGGTTCCCCCCATTGACGAAA
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTC
CGCCCTCTCAGGCCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGGGCCGTTACCTCACCAACTAGCT
AATGCACCGCAGGTCCATCCATGTTCATGGCCTTAGCCACTTTAATAGCAGTCAAATGCT
TGTCTGCTACCTATCCGGTTTTAGCATCCGTTTCCAGAAGTTATCCCGGGCACATGGGCA
GGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAGATTTAGGAAAGCAAGCTTTCCTTCC
TCTCGTTC

El crecimiento especifico de esta cepa se optimizé para futuros ensayos utilizando el
recomendado por la coleccidén de cultivos DSMZ. ElI medio consistio en carne picada

(Chopped meat medium (DSMZ Medium 78)) suplementada con 0,1% de tween 80.

EJEMPLO 2. Seleccion de H. biformis en funcién de su capacidad para modular in
vitro la inflamacion.

Se realizaron ensayos in vitro para evaluar comparativamente las propiedades
inmunomoduladoras de la coleccion de aislados bacterianos y asi seleccionar la bacteria
capaz de inducir la mayor respuesta antiinflamatoria en monocitos clasicos, y por tanto,
con potencial interés terapéutico en el tratamiento de la inflamacion asociada a la

obesidad y a la alteracion del metabolismo de la glucosa. Para ello, suspensiones
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celulares de distintas bacterias se utilizaron como estimulo de cultivos de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y se midié el nimero de monocitos clasicos
y los niveles de la citocina antiinflamatoria IL-4 respecto a la citocina proinflamatoria IFNy

mediante citometria de flujo.

- Cultivo y estimulacién de PBMCs

A partir de sangre total de voluntarios sanos, se aislaron Células Mononucleares de
Sangre Periférica (PBMCs) utilizando un gradiente de Ficoll (Ficoll Paque-Plus 17-1440-
02, Bioscience). Después de tratarlas con una solucién para lisar los eritrocitos (Lysis
Buffer for Red Blood Cells ,RBC, Miltenyi Biotec.,Espana) se resuspendieron en medio
RPMi 1640 (Gibco, Barcelona, Espafia) suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(Gibco, Barcelona, Espafia), estreptomicina (100 pug/mL, Sigma), penicilina (100 U/mL,
Sigma) y L-glutamina (Sigma). Para realizar los experimentos, las PBMCs se incubaron a
una concentracién de 10° por mL en placas de poliestireno de fondo plano de 24 pocillos
(Corning, Madrid, Espafia) a 37° C, al 5% de CO,. Como estimulo se utilizaron
suspensiones de bacterias vivas a una concentracién de 10’ ucf/mL. Como control
positivo se uso lipopolisacarido (LPS) purificado de Salmonella enterica serotipo
Typhimurium (Sigma Chemical Co, Madrid, Spain) a una concentracion de 1 pg/mL y
como control negativo se utilizo muestras de PBMCs no tratadas. El tiempo de
estimulacion fue de 24 horas a 37° C, al 5% de CO,, Una vez transcurrido este tiempo, las
células se recogieron y se centrifugaron separando el pellet celular del sobrenadante.
Cada tipo de estimulo fue ensayado por triplicado en 3 experimentos independientes. Los

sobrenadantes de los cultivos se fraccionaron y se almacenaron en alicuotas a -80°C.

-Caracterizacion _de las propiedades inmunomoduladoras de las cepas bacterianas

aisladas sobre las PBMCs mediante citometria de flujo

Las PBMCs estimuladas se analizaron mediante citometria de flujo a fin de determinar los
niveles de monocitos clasicos pro-inflamatorios, utilizando los marcadores CD14 y CD16.
Ademas, se evaluaron los niveles de la citocina proinflamatoria IFNy y los niveles de la
citocina antiinflamatoria 1L-4 en los monocitos. Para ello, las células fueron
permeabilizadas y fijadas (Fixation/Permeabilization Solution Kit,BD-Bioscience) y
resuspendidas con la solucion FACS (PBS1X + BSA 0.2%). Los niveles de los

marcadores se midieron utilizando BD LSRFortessa.
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De la coleccién de bacterias aisladas, la cepa de la invencion Holdemanella biformis
CECT 9752 fue la que indujo los efectos inmunomoduladores mas significativos,
induciendo una mayor produccion de la citocina antiinflamatoria IL-4 con respecto a la
proinflamatoria IFNy (mayor IL-4/IFNy) y reduccion de los monocitos clasicos pro-
inflamatorios (CD14++ CD16-) con respecto a las células no tratadas y tratadas con LPS
(Tabla 1). Esta cepa se selecciond para evaluar su capacidad para prevenir alteraciones

del metabolismo de la glucosa en un modelo animal de obesidad (Ejemplo 3).

Tabla 1. Caracterizacion in vitro de las propiedades inmunomoduladoras de los
aislados bacterianos sobre PBMCs. Los resultados estan expresados como la media y
su error estandar (entre paréntesis) de los niveles relativos de monocitos clasicos y la
razén de IL-4/IFN¥ medidos por citometria de flujo. Las diferencias significativas (P<0,05)
entre grupos se establecieron mediante ANOVA de un factor, seguido por el test de

Tukey. Distintas letras indican diferencias significativas entre grupos experimentales.

Cepas bacterianas Monocitos Clasicos IL-4/IFNyY
Sin tratar 0,70(0,02)b 1,74(0,24)c
LPS 1,00(0,05)a 0,80(0, 05)d
Flavonifractor plautii A33 0,63(0,06)c 2,67(0,20)b
Ezakiella peruensis C260 0,59(0,06)c 2,91(0,27)b
Holdemanella biformis G59 0,43(0,02)d 5,45(0,09)a
Alistipes shahii DTA14 0,67(0,05)c 2,51(0,14)b
Eubacterium cylindroides 0,75(0,04)b 1,61(0,10)c

G20

Pseudoflavonifractor 0,87(0,04)b 1,48(0,06)c

capillosus H28

EJEMPLO 3. Caracterizacién de los efectos de H. biformis en la regulacion del
metabolismo energético y de la glucosa en un modelo animal de obesidad

Desarrollo del modelo animal de obesidad y toma de muestras

Ratones C57BL / 6 machos adultos (6-8 semanas, Charles River, Les Oncins, France),
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (23°C), humedad relativa (40-
50%) y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, fueron alimentados con dieta hipercalérica
(HFHSD; D12451, Research diet, Brogaarden, Dinamarca) rica en grasa (45% Kcal) y
sacarosa (17% Kcal) o bien con una dieta control con contenido estandar de grasa y sin

sacarosa (CD, 10% Kcal procedentes de grasa; D12450K, Research diet, Brogaarden,
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Dinamarca) durante 14 semanas. Diariamente, los ratones alimentados con la dieta
HFHSD recibieron una dosis oral de la cepa bacteriana objeto de la invencién (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 de fenotipo obeso (HFHSD) como al de fenotipo delgado (CD) (n = 10 ratones por
grupo). Transcurridas las 14 semanas, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical

para la obtencién de muestras bioldgicas (sangre, intestino, higado, etc.)

Caracterizacion del fenotipo metabdlico

A partir de sangre de la vena safena se determiné la glucemia basal en ayunas (semana
8 y 10) mediante tiras reactivas de glucosa (Contour XT Bayer, Barcelona, Espana) y la
tolerancia oral a glucosa mediante un test oral de glucosa (OGTT, semana 10) en el que
se midié la glucemia a los 15, 30, 60 y 120 minutos tras haber administrado una
sobrecarga oral de glucosa (2g/Kg) a ratones sometidos a 4 horas de ayuno. También se
midieron los niveles plasmaticos de insulina y hormonas gastrointestinales como el
péptido similar al glucagén (glucagon-like peptide-1 [GLP-1]) y péptido YY (PYY)
mediante multiplex (Mouse Metabolic Magnetic Beads Panel, Merck Chemicals and Life

Science, Madrid, Espana).

La bacteria objeto de invencion fue capaz de mejorar tanto la glucemia basal (Figura 1a)
como la tolerancia oral a la glucosa Figura 1b). De acuerdo con estos resultados, la
bacteria también incremento los niveles de las hormonas gastrointestinales GLP-1 y PYY
que controlan los niveles postprandiales de glucosa en sangre al estimular la secrecion

de insulina y reducen la ingesta.

Analisis del metabolismo energético en higado

Teniendo en cuenta la importancia del higado en el mantenimiento de la glucemia,
también se examind el metabolismo energético en este tejido. Para ello, mediante gPCR
se analizaron los niveles de mRNA de las enzimas limitantes del metabolismo glucidico y
lipidico como son: la quinasa que facilita el almacenamiento de glucosa en forma de

glucoégeno en condiciones anabdlicas (glucogenogénesis; GcK, glucoquinasa); la unidad

catabdlica de la glucosa-6 fosfatasa (G6Pc) y la fosfoenolpiruvato carboxilasa 1 (PcK1),
ambas implicadas en la gluconeogénesis; la lipasa que modula la homeostasis de
triglicéridos (TG) en plasma (lipoproteinlipasa, LpL); la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la

sintetasa de acidos grasos (FAS), ambas enzimas implicadas en la lipogénesis, la lipasa
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sensible a hormona (HSL) que hidroliza los TG (lipdlisis) y la carnitina
palmitoiltransferasa, enzima limitante de la B-oxidacion_de acidos grasos. El RNA total se
aisl6 usando reactivo TRIsure de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Bioline,Luckenwalde). La transcripcion reversa se realizé con 2 ug de ARN total usando
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (California,USA). EI cDNA (ng de cDNA
detallados en la Tabla 2) se amplificé mediante gPCR con LightCycler®480 SYBR Green
| Master (Mannheim, Alemania) y cebadores directo (F) e inverso (R) (secuencias
mostradas en la Tabla 2) en el equipo Roche Light Cycler 480 (Roche, Boulogne-

Billancourt, Francia). La expresion relativa del mRNA se calculé mediante el método 2
AACt

Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados para analizar la expresion de los genes
por gPCR. Glucoquinasa (GcK), unidad catalitica de glucosa-6 fosfatasa (G6Pc),
fosfoenolpiruvato carboxilasa 1 (PcK1), lipoproteinlipasa (LpL), Acetil-CoA carboxilasa
(ACC), Sintetasa de acidos grasos (FAS), Lipasa sensible a hormona (HSL), Carnitina
palmitoiltransferasa (CPT1a), Receptor del péptido similar al glucagon (GLP-1R), vy
Péptido YY (PYY). F= forward; R= reverse.

Gen Sec 5°-3
G6Pc F TTACCAAGACTCCCAGGACTG (SEQ ID NO: 4)
R GAGCTGTTGCTGTAGTAGTCG (SEQ ID NO: 5)
GcK F ATGTGAGGTCGGCATGATTGT (SEQ ID NO: 6)
R CCTTCCACCAGCTCCACATT (SEQ ID NO: 7)
PCK1 F AGCCTTTGGTCAACAACTGG (SEQ ID NO: 8)
R TGCCTTCGGGGTTAGTTATG (SEQ ID NO: 9)
LpL F TGAAAGCCGGAGAGACTCAG (SEQ ID NO: 10)
R AGTGTCAGCCAGACTTCTTCAG (SEQ ID NO: 11)
ACC F TAATGGGCTGCTTCTGTGACTC (SEQ ID NO: 12)
R CTCAATATCGCCATCAGTCTTG (SEQ ID NO: 13)
FAS F GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT (SEQ ID NO: 14)
R TGGGTAATCCATAGAGCCCAG (SEQ ID NO: 15)
HSL F ATGCCACTCACCTCTGATCC (SEQ ID NO: 16)
R CTGTCCTGTCCTTCCCGTAG (SEQ ID NO: 17)
CPTla F TTTGAATCGGCTCCTAATGG (SEQ ID NO: 18)
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CCCAAGTATCCACAGGGTCA (SEQ ID NO: 19)
GLP-1R GGCGTCAACTTTCTTATCTTC (SEQ ID NO: 20)

CAAAGATGACTTCATGTGTCC (SEQ ID NO: 21)
periferina ATCTCAGTGCCGGTTCATTC (SEQ ID NO: 22)

GGGCCAAGCTTAGGAATAGG (SEQ ID NO: 23)

CAAACCAAGATCACTGACAAGAAAT (SEQ ID NO: 24)
GGGTTACACAATGCTAGAGGGA (SEQ ID NO: 25)

proglucagoén

PYY CTTCACAGACGACAGCGACA (SEQID NO: 26)

GGGAAATGAACACACACAGCC (SEQ ID NO: 27)

A M O M O M A T D

El estudio de expresion de estas enzimas en el higado revelo6 efectos significativos en el
metabolismo energético de los ratones obesos, en particular se observé una reduccién de
la expresion de LpL y ACC y un aumento de los niveles de mRNA de CPT1a (Figura 3).
La bacteria previno la sobreexpresion hepatica de CPT1a en ratones obesos alcanzando
los niveles de ratones control alimentados con la dieta control, sin embargo, no produjo
efectos significativos en la expresion de LpL y ACC. Este resultado junto con la expresién
disminuida de ACC, sugiere que los ratones obesos a los que se les administra la
bacteria podrian presentar niveles reducidos de malonil-CoA, un metabolito derivado del
metabolismo de glucosa que inhibe CPT1a, aumentando por tanto la oxidacion de acidos
grasos. La mejora de la captacién de glucosa por tejidos periféricos inducida por la
bacteria (Figuras 2a y b) se encuentra asociada a la normalizaciéon de la oxidacion de
acidos grasos. La bacteria, ademas, tiende a disminuir, aunque no de forma significativa,

los niveles de mRNA de G6Pc, enzima limitante de la produccion de glucosa.

Identificacion de sefales intestinales mediadoras de los efectos de la bacteria en la

tolerancia a glucosa

Se analizaron los niveles de expresion del marcador neuronal periferina en el intestino,
que podria indicar que la bacteria actua por un mecanismo intestino-cerebro-higado a
través de la estimulacién de aferencias vagales y de GLP-1R (localizado en las fibras
aferentes vagales) en el ileon. Aunque los ratones obesos no mostraron cambios
significativos en la expresion de periferina o GLP-1R en el ileon con respecto al grupo
control (Figura 4a y 4b, respectivamente), la bacteria incrementé hasta 8 veces la
expresion de periferina y dos veces la de GLP-1R, lo que sugiere que el aumento de
GLP-1 inducido por la bacteria podria estar estimulando el eje intestino-cerebro-higado

en el que la estimulacién de las inervaciones intestinales conducirian la sefal nerviosa
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hasta el cerebro para ser integradas en el hipotalamo, el cual modularia la homeostasis
energética a través de fibras eferentes.

Ademas, los ratones obesos presentaron niveles reducidos de la expresion de
proglucagén en el colon comparado con los ratones control (Figura 4c), mientras que la
bacteria de la invencion fue capaz de prevenir esta reduccion y normalizar los niveles de
mRNA.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Holdemanella biformis con nimero de depdsito CECT 9752.

2. Cepa segun 2 la reivindicacion 1, en donde dicha cepa esta en la forma de células viables

o en la forma de células no viables.

3. Una composicién que comprende una cepa segun la reivindicacion 1 o 2.

4. Composicidon segun la reivindicacion 3, en donde la composicidbn comprende,

adicionalmente, al menos un componente bioactivo.

5. Composicidon segun la reivindicacion 3 o 4, en donde la composicion comprende,
adicionalmente, al menos un microorganismo distinto de la cepa segun la la reivindicacion
102

6. Composicion segun la reivindicacion 5, en donde el microorganismo es una bacteria

humana o una bacteria lactica.

7. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde dicha

composicién es una composicion farmacéutica.

8. Composicién segun la reivindicacion 7, en donde la composicion comprende,

adicionalmente, al menos un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.
9. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, en donde dicha
composicion se presenta en una forma adaptada a la administracion oral, sublingual, nasal,

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

10. Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde dicha

composicidn es una composicion nutritiva.

11. Composicién segun la reivindicacion 10, en donde la composicion nutritiva es un un

alimento, un suplemento, un nutracéutico, un probiético o un simbiético.
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12. Composicién segun la reivindicacién 11, 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.

13. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12, donde dicha
composicion tiene una concentracion de la cepa de entre 103 y 10'* unidades formadoras

de colonias (ufc) por gramo o mililitro de composicion final.

14. Cepa segun la reivindicacion 1 o 2, o una composicién segun una cualquiera de las

reivindicaciones 3 a 13, para su uso como medicamento.

15. Una cepa segun la reivindicacién 1 0 2 o una composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 13, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades
relacionadas con alteraciones del metabolismo de la glucosa seleccionadas entre la
intolerancia a glucosa, la resistencia a la insulina, el sindrome metabdlico, la diabetes tipo
2, diabetes gestacional, diabetes tipo 1, disfuncidon pancreatica, sobrepeso, obesidad,
alteraciones hormonales, tiroiditis, disfuncién hepatica, esteatosis hepatica, dislipemia,

hipertrigliceridemia, patologias cardiovasculares y retinopatia.

16. La cepa, o la composicion, para su uso segun la reivindicacion 15 como coadyuvante.

17. Uso de la cepa segun la reivindicacion 1 o 2 o una composicion segun cualquiera de

las reivindicaciones 3 a 13, para la elaboracién de un alimento.
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