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DESCRIPCION
Uso de Akkermansia para el tratamiento de trastornos metabdlicos
Campo de invencion

La presente divulgacion se refiere al tratamiento de trastornos metabdlicos, tales como, por ejemplo, trastornos
metabdlicos relacionados con el sobrepeso y la obesidad, tales como, por ejemplo, Diabetes Mellitus o colesterol alto.
La presente invencidon se refiere mas especificamente a una composicién que comprende Akkermansia spp. o
fragmentos de la misma para tratar un trastorno metabodlico.

Antecedentes de la invencion

La obesidad es un problema mundial, con un numero estimado de adultos obesos de aproximadamente 250 millones.
Esta epidemia de obesidad se correlaciona con un gran aumento de la prevalencia de trastornos relacionados con la
obesidad como, por ejemplo, diabetes, hipertension, patologias cardiacas y enfermedades hepaticas. Debido a estas
patologias altamente discapacitantes, la obesidad se considera actualmente en los paises occidentales como uno de
los problemas de salud publica méas importantes. Por tanto, existe una necesidad real de composiciones y métodos
para tratar o prevenir la obesidad y/o los trastornos relacionados con la obesidad.

La obesidad y las enfermedades relacionadas con la obesidad estan asociadas con (i) disfunciones metabdlicas (con
un impacto en la homeostasis de la glucosa y el metabolismo de los lipidos, por ejemplo); (ii) estado inflamatorio de
bajo grado asociado a niveles mas altos de lipopolisacaridos en sangre (LPS) (también denominada endotoxemia
metabdlica); y (iii) funcion de barrera intestinal deteriorada (es decir, aumento de la permeabilidad intestinal). Por tanto,
para tratar la obesidad, se necesita el impacto en al menos uno, preferiblemente 2 y mas preferiblemente 3 de estos
3 factores.

El intestino humano esta colonizado por una comunidad diversa, compleja y dinamica de microbios que representan
mas de 1000 especies diferentes, que interactian continuamente con el huésped (Zoetendal, Rajilic-Stojanovic y de
Vos, Gut 2008, 57: 1605-1615). La homeostasis de la microbiota intestinal depende de las caracteristicas del huésped
(edad, sexo, antecedentes genéticos...) y de las condiciones ambientales (estrés, farmacos, cirugia gastrointestinal,
agentes infecciosos y toxicos ...), pero también los cambios dietéticos del dia a dia. Las crecientes evidencias apoyan
la funcién de la microbiota intestinal en el desarrollo de la obesidad y trastornos relacionados (Delzenne & Cani, Annu.
Rev. Nutr. 2011, 31: 15-31).

Por tanto, el tratamiento con productos que se dirigen a la microbiota intestinal apareci6 como herramientas
terapéuticas prometedoras para tratar la obesidad y los trastornos relacionados. Estos productos pueden consistir en
microbios vivos, como en el caso de la mayoria de los probidticos, o contener microbios muertos o fragmentos de los
mismos. Ademas, estos productos pueden comprender sustratos que son utilizados por la microbiota intestinal, como
en el caso de los prebidticos, o contener compuestos que modifiquen el equilibrio de la microbiota intestinal, como
compuestos antimicrobianos especificos.

Por ejemplo, el documento WO 2008/076696 describe la microbiota intestinal como una diana terapéutica para tratar
la obesidad y trastornos relacionados. El documento WO 2008/076696 divulga especificamente métodos para alterar
la abundancia de Bacteroides y/o Firmicutes en el intestino de un sujeto, mediante la administracion de antibiéticos
y/o probidticos al sujeto.

Ademas, el documento EP 2 030 623 se refiere a la prevencion y/o el tratamiento de trastornos metabdlicos, tales
como, por ejemplo, trastornos relacionados con la obesidad, mediante la regulacion de la cantidad de enterobacterias
en el intestino. El documento EP 2 030 623 describe la reduccion de la cantidad de enterobacterias en el intestino
mediante la administraciéon de bacterias probidticas, tales como, por ejemplo, Bifidobacterium, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus o Lactobacillus.

Ademas, el solicitante describié que la microbiota intestinal se modifica en ratones obesos tratados con prebidticos
(Everard et al., Diabetes, noviembre de 2011; 60 (11): 2775-86). Ademas, los prebidticos (1) mejoran el metabolismo
de la glucosa y los lipidos en ratones obesos, (2) reducen el LPS plasmatico y mejoran la funcion de barrera intestinal
(por ejemplo, reduccion de la inflamacion) en ratones obesos, (3) inducen un aumento del nimero de células L
enteroendocrinas en ratones obesos y (4) mejoran la sensibilidad a la leptina y la homeostasia de la glucosa en ratones
obesos y diabéticos inducidos por la dieta.

Entre las modificaciones inducidas por el tratamiento prebidtico de ratones obesos se encuentra una alteracion
considerable de la composicién de la microbiota intestinal, caracterizada por (i) una disminucion de la abundancia de
Bacteroidetes, Lactobacillus spp. y bacterias del grupo Bacteroides-Prevotella; y (ii) una mayor abundancia de
Bifidobacterium spp., de bacterias del grupo E. rectale/C. coccoides y de Akkermansia muciniphila, perteneciente a la
Verrucomicrobia. A. muciniphila, una bacteria identificada por primera vez en 2004 por el solicitante, representa
aproximadamente del 1 al 3 % de la microbiota total de adultos sanos (Derrien et al, International Journal of Systematic
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and Evolutionary Microbiology, 2004, 54: 1469-1476; Derrien et al. Applied Environmental Microbiology 2008, 74, 1646-
1648.). El solicitante ha determinado el genoma completo de Akkermansia muciniphila (van Passel et al, PLoS One 6,
2011: e16876).

Las evidencias indirectas sugirieron una relacion entre la abundancia de A. muciniphila y disfunciones intestinales o
trastornos relacionados con la obesidad. Por ejemplo, el documento WO 2011/107481 describe que la ausencia de
Akkermansia muciniphila en el intestino de un sujeto, combinada con la presencia de Bacteroides capillosus y
Clostridium leptum, indica que este sujeto padece colitis ulcerosa. Le Roy et al. (Journal of Hepatology, vol. 56, No
Suppl. 2, abril de 2012, pagina S23) han informado, en el contexto de experimentos de trasplante de heces, una menor
proporcion de Akkermansia muciniphila en heces de ratones que desarrollan hiperglucemia en ayunas y resistencia a
la insulina cuando se alimentan con una dieta alta en grasas. Se ha demostrado que la administracion de A. muciniphila
modula la respuesta inmunitaria de la mucosa en ratones libres de gérmenes (Derrien et al. Front Microbiol 2, 166
(2011)). Ademas, Hansen y sus colegas demostraron que la administracion de un antibiético, vancomicina, a ratones
NOD neonatales (el modelo de raton NOD es un modelo para la diabetes) suprime la aparicion clinica de la diabetes
y propaga Akkermansia muciniphila (Hansen et al., Diabetologia, 2012 Aug; 55 (8): 2285-94). Sin embargo, esto puede
ser un efecto indirecto debido a la insensibilidad de Akkermansia spp. intestinal al antibidtico utilizado.

Por tanto, estos resultados mostraron que la composicion completa del microbiota intestinal se modifica tras la
administracion de prebidticos en ratones. Mas especificamente, ninguna evidencia sugirié un papel especifico de una
especie bacteriana, como, por ejemplo, Akkermansia muciniphila, en la respuesta beneficiosa a la administracion de
prebidticos. Ademas, segun el conocimiento del solicitante, nunca se ha descrito ni sugerido ningun efecto beneficioso
de la administracion directa de Akkermansia muciniphila.

Aqui, el solicitante demostré sorprendentemente que la administraciéon repetida de Akkermansia muciniphila sola
afecta las tres disfunciones subyacentes asociadas con la obesidad y trastornos relacionados, es decir, disfunciones
metabdlicas, estado inflamatorio de bajo grado asociado a niveles mas altos de lipopolisacaridos en sangre (LPS) y
funcion de barrera intestinal deteriorada. Por tanto, la presente invencion se refiere al uso de Akkermansia muciniphila
o fragmentos de la misma para tratar la obesidad y trastornos relacionados.

Resumen

Por tanto, la presente invencion se refiere a Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso en el
tratamiento de un trastorno metabdlico seleccionado del grupo que comprende obesidad, deficiencia de insulina o
trastornos relacionados con la resistencia a la insulina, diabetes mellitus, preferiblemente diabetes de tipo 2,
intolerancia a la glucosa, metabolismo lipidico anormal, hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos
inflamatorios e inmunitarios y dislipidemia aterogénica.

En una realizacion, las células viables de Akkermansia muciniphila deben administrarse al sujeto que lo necesite.
En una realizacion, Akkermansia muciniphila se administra por via oral.

En una realizacion, se va a administrar al sujeto una cantidad de Akkermansia muciniphila que varia de
aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10'2 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10"" ufc, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10'°
ufc.

En una realizacion, Akkermansia muciniphila debe administrarse al menos tres veces por semana.

En una realizacion, Akkermansia muciniphila debe coadministrarse con otra cepa probidtica y/o con uno o mas
prebidticos.

Otro objeto de la invencién es una composicién que comprende Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma
como se describe aqui anteriormente en asociacién con un excipiente para su uso en el tratamiento de un trastorno
metabdlico seleccionado del grupo que comprende obesidad, deficiencia de insulina o trastornos relacionados con la
resistencia a la insulina, Diabetes Mellitus, preferiblemente diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa, metabolismo
lipidico anormal, hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos inflamatorios e inmunitarios y dislipidemia
aterogénica. En una realizacion, dicha composicion es una composicion nutricional. En una realizacion de la invencion,
dicha composicion debe administrarse por via oral.

La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende Akkermansia muciniphila o
fragmentos de la misma como se describi6 anteriormente en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
para su uso en el tratamiento de un trastorno metabdlico seleccionado del grupo que comprende obesidad, deficiencia
de insulina o trastornos relacionados con resistencia a la insulina, diabetes mellitus, preferiblemente diabetes tipo 2,
intolerancia a la glucosa, metabolismo lipidico anormal, hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos
inflamatorios e inmunitarios y dislipidemia aterogénica.
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Otro objeto de la presente invencién es un medicamento que comprende Akkermansia muciniphila o fragmentos de la
misma como se describié anteriormente, para su uso en el tratamiento de un trastorno metabdlico seleccionado del
grupo que comprende obesidad, deficiencia de insulina o trastornos relacionados con la resistencia a la insulina,
Diabetes Mellitus, preferiblemente Diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa, metabolismo lipidico anormal,
hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos inflamatorios e inmunitarios y dislipidemia aterogénica.

Otro objeto de la presente invencion es el uso de Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para promover
la pérdida de peso en un sujeto que lo necesite.

La presente invencion también se refiere al uso de una composicion cosmética que comprende Akkermansia
muciniphila o fragmentos de la misma para promover la pérdida de peso en un sujeto que lo necesite.

En una realizacion de los usos descritos anteriormente, Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma esta en
forma de aditivo alimentario, aditivo de bebida, suplemento dietético, producto nutricional, alimento médico o
composicion nutracéutica.

En una realizacién de los usos descritos anteriormente, las células viables de Akkermansia muciniphila deben
administrarse al sujeto que lo necesite.

En una realizacién de los usos descritos anteriormente, Akkermansia muciniphila debe administrarse por via oral.

En una realizacién de los usos descritos anteriormente, una cantidad de Akkermansia muciniphila que varia de
aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10'2 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10"" ufc, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10"° ufc
debe ser administrado al sujeto.

En una realizacién de los usos descritos anteriormente, Akkermansia muciniphila debe administrarse al menos tres
veces por semana.

En una realizacién de los usos descritos anteriormente, Akkermansia muciniphila debe coadministrarse con otra cepa
probidtica y/o con uno o mas prebidticos.

En una realizacién de los usos descritos anteriormente, el prebidtico es inulina y fructanos de tipo inulina, oligofructosa,
xilosa, arabinosa, arabinoxilano, ribosa, galactosa, ramnosa, celobiosa, fructosa, lactosa, salicina, sacarosa, glucosa,
esculina, Tween 80, trehalosa, maltosa, manosa, melibiosa, moco o mucinas, rafinosa, fructooligosacaridos,
galactooligosacaridos, aminoacidos, alcoholes y cualquier combinaciéon de los mismos, y preferiblemente inulina,
fructanos de tipo inulina u oligofructosa.

En una realizacién, dichos usos son para reducir la masa grasa.
Definiciones
En la presente invencion, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

* “Tratamiento” significa prevenir (es decir, evitar que suceda), reducir o aliviar al menos un efecto o sintoma adverso
de una enfermedad, trastorno o afeccién. Por tanto, este término se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las
medidas profilacticas o preventivas; en el que el objeto es prevenir o ralentizar (disminuir) la afeccién o trastorno
patolégico objetivo. En una realizacion de la invencion, los que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya padecen
el trastorno, asi como los que son propensos a tener el trastorno o aquellos en los que se debe prevenir el trastorno.

« “Cantidad efectiva” se refiere al nivel o cantidad de agente que se busca, sin causar efectos secundarios negativos
0 adversos significativos al objetivo, (1) retrasar o prevenir la aparicion de un trastorno metabdlico; (2) ralentizar o
detener la progresion, agravamiento o deterioro de uno o mas sintomas del trastorno metabdlico; (3) provocar una
mejoria de los sintomas del trastorno metabdlico; (4) reducir la gravedad o la incidencia del trastorno metabdlico; (5)
curar el trastorno metabdlico; o (6) restaurar la cantidad y/o proporcion normal de Akkermansia muciniphila en el
intestino del sujeto a tratar. Puede administrarse una cantidad eficaz antes del inicio de un trastorno metabdlico, para
una accion profilactica o preventiva. Alternativa o adicionalmente, la cantidad eficaz puede administrarse después del
inicio del trastorno metabdlico, para una accién terapéutica.

* “Akkermansia muciniphila” se refiere a las bacterias que degradan la mucina estrictamente anaerdbicas identificadas
por Derrien (Derrien et al., International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 2004, 54: 1469-1476).
Las células tienen forma ovalada, inmdéviles y con tincion Gram-negativa. Akkermansia muciniphila también puede
denominarse Akkermansia spp. o0 Dbacterias similares a Akkermansia. Pertenece al grupo de
Chlamydiae/Verrucomicrobia; Filo Verrucomicrobia. Si la taxonomia cambiara, el experto en la materia sabria como
adaptar los cambios en la taxonomia para deducir las cepas que podrian usarse en la presente invencion. Ademas, el
solicitante ha determinado el genoma completo de Akkermansia muciniphila (van Passel et al, PLoS One 6, 2011:
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e16876). En general, se acepta que las cepas con una similitud genémica de aproximadamente el 70 % pueden
considerarse como la misma especie.

* “Probioticos” se refiere a preparaciones de células microbianas (tales como, por ejemplo, células microbianas vivas)
o componentes de células microbianas que, cuando se administran en una cantidad eficaz, proporcionan un efecto
beneficioso sobre la salud o el bienestar de un sujeto. Por definicion, todos los probiéticos tienen un caracter no
patégeno probado. En una realizacion, estos beneficios para la salud estan asociados con la mejora del equilibrio de
la microbiota humana o animal en el tracto gastrointestinal y/o la restauracion de la microbiota normal.

* “Prebiotico” se refiere a una sustancia, como, por ejemplo, una sustancia alimenticia, que puede no ser digerida por
humanos, pero que puede ser utilizada por bacterias de la microbiota intestinal y que esta destinada a promover el
crecimiento de bacterias probidticas en el intestino.

* “Sobrepeso” se refiere a una situacion en la que dicho sujeto tiene un indice de masa corporal (IMC) que varia de 25
a 30. Como se usa en este documento, el IMC se define como la masa corporal del individuo (en kg) dividida por el
cuadrado de su altura (en metros). “Obesidad” se refiere a una situacion de sujeto en la que dicho sujeto tiene un IMC
superior o igual a 30.

* “Sujeto” se refiere a un animal, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ser humano. En unarealizacién,
el sujeto es un hombre. En otra realizacion, el sujeto es una mujer. En una realizacion de la invencion, un sujeto
también puede referirse a una mascota, tal como, por ejemplo, un perro, un gato, un conejillo de indias, un hamster,
una rata, un ratén, un hurén, un conejo y similares.

» “Aproximadamente” antes de una cifra significa mas o menos el 20 %, preferiblemente el 10 % del valor de dicha
cifra.

* “Fragmento” puede referirse a componentes celulares, metabolitos, moléculas secretadas y compuestos resultantes
del metabolismo de Akkermansia muciniphila y similares. Los fragmentos se pueden obtener, por ejemplo,
recuperando el sobrenadante de un cultivo de Akkermansia muciniphila o extrayendo componentes celulares o
fracciones celulares, metabolitos 0 compuestos secretados de un cultivo de Akkermansia muciniphila. El término
fragmento también puede referirse a un producto de degradacion. Un fragmento puede corresponder a un componente
en forma aislada o a cualquier mezcla de uno o0 mas componentes derivados de Akkermansia muciniphila. En una
realizacion, un fragmento puede corresponder a uno o mas de tales componentes presentes en Akkermansia
muciniphila que se produce de otra manera, tal como usando tecnologia de ADN recombinante, en un huésped
microbiano o en cualquier otro proceso (bio) sintético.

* “Trastorno metabolico” se refiere a trastornos, enfermedades y afecciones causadas o caracterizadas por aumento
de peso anormal, uso o consumo de energia, respuestas alteradas a nutrientes ingeridos o enddgenos, fuentes de
energia, hormonas u otras moléculas de sefializacion dentro del cuerpo o metabolismo alterado de carbohidratos,
lipidos, proteinas, acidos nucleicos o una combinacion de los mismos. Un trastorno metabdlico puede estar asociado
con una deficiencia o un exceso en una via metabdlica que resulte en un desequilibrio en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, proteinas y/o acidos nucleicos. Los ejemplos de trastornos metabdlicos incluyen, pero no se
limitan a, sindrome metabdlico, deficiencia de insulina o trastornos relacionados con la resistencia a la insulina,
diabetes mellitus (como, por ejemplo, diabetes tipo 2), intolerancia a la glucosa, metabolismo anormal de lipidos,
aterosclerosis, hipertension, patologia cardiaca, accidente cerebrovascular, higado graso no alcohdlico,
hiperglucemia, esteatosis hepatica, dislipidemia, disfuncion del sistema inmunitario asociado con sobrepeso y
obesidad, enfermedades cardiovasculares, colesterol alto, triglicéridos elevados, asma, apnea del suefio, osteoartritis,
neurodegeneracion, enfermedad de la vesicula biliar, sindrome X, trastornos inflamatorios e inmunitarios, dislipidemia
aterogénica y cancer.

Descripcion detallada

Esta invencion se refiere a Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma para su uso en el tratamiento de
trastornos metabdlicos en un sujeto que lo necesite.

Como se usa en este documento, un trastorno metabdlico es un trastorno relacionado con una homeostasis metabdlica
alterada, tal como, por ejemplo, una homeostasis glucidica o lipidica alterada.

En una realizacion de la invencién, dicho trastorno metabdlico es la obesidad.

Los ejemplos de otros trastornos metabdlicos incluyen, pero no se limitan a, sindrome metabdlico, deficiencia de
insulina o trastornos relacionados con la resistencia a la insulina, diabetes mellitus (como, por ejemplo, diabetes tipo
2), intolerancia a la glucosa, metabolismo anormal de lipidos, aterosclerosis, hipertension, patologia cardiaca,
accidente cerebrovascular, enfermedad del higado graso no alcohdlico, hiperglucemia, esteatosis hepatica,
dislipidemia, disfuncién del sistema inmunitario asociada con sobrepeso y obesidad, enfermedades cardiovasculares,
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colesterol alto, triglicéridos elevados, asma, apnea del suefio, osteoartritis, neurodegeneracion, enfermedad de la
vesicula biliar, sindrome X, trastornos inflamatorios e inmunitarios, dislipidemia aterogénica y cancer.

En ofra realizacion, dicho trastorno metabdlico es un trastorno metabdlico relacionado con el sobrepeso y/o la
obesidad, es decir, un trastorno metabdlico que puede estar asociado o causado por el sobrepeso y/o la obesidad.
Los ejemplos de trastornos metabdlicos relacionados con el sobrepeso y/o la obesidad incluyen, entre otros, sindrome
metabolico, deficiencia de insulina o trastornos relacionados con la resistencia a la insulina, diabetes mellitus (como,
por ejemplo, diabetes tipo 2), intolerancia a la glucosa, metabolismo anormal de lipidos , aterosclerosis, hipertension,
patologia cardiaca, accidente cerebrovascular, enfermedad del higado graso no alcohdlico, hiperglucemia, esteatosis
hepatica, dislipidemia, disfuncion del sistema inmunitario asociada con sobrepeso y obesidad, enfermedades
cardiovasculares, colesterol alto, triglicéridos elevados, asma, apnea del suefio, osteoartritis , neurodegeneracion,
enfermedad de la vesicula biliar, sindrome X, trastornos inflamatorios e inmunitarios, dislipidemia aterogénica y cancer.

En una realizacion, dicho trastorno metabdlico es Diabetes Mellitus, preferiblemente Diabetes de Tipo 2. En otra
realizacion, dicho trastorno metabdlico es hipercolesterolemia (también conocida como colesterol alto). En una
realizacion, la hipercolesterolemia corresponde a una concentracion de colesterol en plasma superior o igual a 2 g/L
o 5 mmol/L. En otra realizacién, la hipercolesterolemia corresponde a una relacién de concentracion plasmatica de
colesterol total: concentracion plasmatica de HDL (colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad) superior o igual
a 4.5: 1, preferiblemente 5: 1.

En una realizacién, en la presente invencion se usan cepas vivas de Akkermansia muciniphila, preferiblemente las
cepas vivas se derivan de células en fase estacionaria de crecimiento.

En una realizaciéon de la invencién, Akkermansia muciniphila puede estar en forma de células viables. En otra
realizacion de la invencién, Akkermansia muciniphila puede estar en forma de células no viables.

En una realizacion, en la presente invencion se utilizan células de Akkermansia muciniphila metabdlicamente activas.
En una realizacion, las cepas de Akkermansia muciniphila no se inactivan metabdlicamente, en las que la inactivacion
metabdlica puede resultar, por ejemplo, del tratamiento en autoclave.

En una realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma se purifica sustancialmente. Como se usa
en este documento, el término “sustancialmente purificado” significa que Akkermansia muciniphila o un fragmento de
la misma esta comprendido en una muestra en la que representa al menos aproximadamente el 50 %, preferiblemente
al menos aproximadamente el 60, 70, 80, 85, 90, 95, 99 % o mas de las cepas bacterianas o fragmentos de las mismas
de dicha muestra.

La presente invencion también se refiere a una composicion que comprende una cantidad eficaz de Akkermansia
muciniphila o un fragmento de la misma para su uso en el tratamiento de un trastorno metabdlico.

En una realizacion de la invencion, la cantidad eficaz de Akkermansia muciniphila corresponde a la cantidad de
bacterias suficiente para restaurar una cantidad y/o proporcion normal de Akkermansia muciniphila en el intestino del
sujeto. De hecho, el solicitante demostré que el intestino de un sujeto obeso o con sobrepeso esta agotado en
Akkermansia muciniphila (véanse los ejemplos). En una realizacion de la invencion, la cantidad y/o proporciéon normal
de Akkermansia muciniphila corresponde a la cantidad y/o la proporcion de Akkermansia muciniphila presente en el
intestino de un sujeto sano.

Como se usa en este documento, el término “sujeto sano” se usa para definir un sujeto que no se ve afectado por la
enfermedad que se va a tratar. Por ejemplo, si se usa Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma para tratar
la obesidad, el sujeto sano no se ve afectado por la obesidad. Preferiblemente, el sujeto sano comparte caracteristicas
comunes con el sujeto a tratar, tales como, por ejemplo, mismo género, edad, sexo, dieta, ingesta de farmacos o
geolocalizacion.

En una realizacion de la invencioén, la proporcion normal de Akkermansia muciniphila en el intestino varia de
aproximadamente 0.1 % a aproximadamente 10 % (en numero de células de Akkermansia muciniphila al numero total
de células bacterianas del intestino), preferiblemente de aproximadamente 0.3 % a aproximadamente 5 %, mas
preferiblemente de aproximadamente 1 % a aproximadamente 3 %.

En una realizacion de la invencion, la cantidad eficaz de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10% a
aproximadamente 1.10'® ufc, preferiblemente de aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10% ufc, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc, e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10° ufc, donde ufc significa “unidad formadora de colonias”.

En otra realizacion de la invencidn, la cantidad eficaz de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10"° ufc, preferiblemente de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10'° ufc, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc.
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En otra realizacion de la invencion, la cantidad eficaz de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10' ufc, preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc.

En una realizacion de la invencion, la cantidad eficaz de un fragmento de Akkermansia muciniphila varia de fragmentos
derivados de aproximadamente 1.102 a aproximadamente 1.10"® ufc, preferiblemente de aproximadamente 1.10* a
aproximadamente 1.10'2 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc, e incluso
mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc, donde ufc significa “unidad formadora
de colonias”. En otra realizacién de la invencion, la cantidad eficaz de un fragmento de Akkermansia muciniphila varia
de fragmentos derivados de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc, preferiblemente de
aproximadamente 1.10%8 a aproximadamente 1.10'0 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10'° ufc. En otra realizacién de la invencion, la cantidad eficaz de un fragmento de Akkermansia
muciniphila varia de fragmentos derivados de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10"° ufc, preferiblemente
de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10° ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10% a
aproximadamente 1.10° ufc.

En una realizacion de la invencion, la composicion de la invencion comprende una cantidad de Akkermansia
muciniphila que varia de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10"S ufc/g de la composicién, preferiblemente
de aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10'2 ufc/g de la composicion, mas preferiblemente de
aproximadamente 1.10%° a aproximadamente 1.10"° ufc/g de la composicion e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10° ufc/g de la composicion. En una realizacién de la invencion, la
composicion de la invencion comprende una cantidad de Akkermansia muciniphila que varia de aproximadamente
1.102 a aproximadamente 1.10'® ufc/ml de la composicién, preferiblemente de aproximadamente 1.10* a
aproximadamente 1.10'> ufc/ml de la composicion, mas preferiblemente de aproximadamente De 1.10° a
aproximadamente 1.10'° ufc/ml de la composicion e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10° ufc/ml de la composicion. En otra realizacion de la invencion, la composicién de la invencion
comprende una cantidad de Akkermansia muciniphila que varia de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10°
ufc/g o ufc/ml de la composicion, preferiblemente de aproximadamente 1.102 a aproximadamente 1.10'° ufc/g o ufc/ml,
mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/g o ufc/ml. En otra realizacién de la
invencion, la composicién de la invencion comprende una cantidad de Akkermansia muciniphila que varia de
aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/g o ufc/ml de la composicion, preferiblemente de
aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc/g o ufc/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10% a
aproximadamente 1.10° ufc/g o ufc/ml.

En una realizacion de la invencién, la composicion de la invencién comprende una cantidad de fragmentos de
Akkermansia muciniphila que van desde fragmentos derivados de aproximadamente 1.10? a aproximadamente 1.10'S
ufc/g o ml de la composicion, preferiblemente de aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10"? ufc./go ml de la
composicion, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10"° ufc/g o ml de la composicion
e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1.10°® a aproximadamente 1.10° ufc/g o ml de la composicion. En
otra realizacion de la invencién, la composicién de la invencion comprende una cantidad de fragmentos de
Akkermansia muciniphila que varia desde fragmentos derivados de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'°
ufc/g o ufc/ml de la composicion, preferiblemente de aproximadamente 1.102 a aproximadamente 1.10'° ufc/g o ufc/ml,
mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/g o ufc/ml. En otra realizacién de la
invencion, la composicion de la invencion comprende una cantidad de fragmentos de Akkermansia muciniphila que
varia desde fragmentos derivados de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/g o ufc/ml de la
composicion, preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc/g o ufc/ml, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10° ufc/g o ufc/ml.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. En una
realizacion de la invencion, la composicion farmacéutica de la invencion se utiliza en el tratamiento de un trastorno
metabdlico. En otra realizacion, la composicion farmacéutica es para restaurar una proporcion normal de Akkermansia
muciniphila en el intestino de un sujeto que lo necesite.

Como se usa en este documento, el término “excipiente farmacéuticamente aceptable” se refiere a un excipiente que
no produce una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion adversa cuando se administra a un animal, preferiblemente
un ser humano. Puede incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersidn, revestimientos, agentes
isotonicos y retardadores de la absorcion y similares. Para la administracion humana, las preparaciones deben cumplir
con esterilidad, pirogenicidad, estandares de seguridad y pureza requeridos por los estandares de la Oficina de
Productos Biolégicos de la FDA.

La presente invencién también se refiere a un medicamento que comprende una cantidad eficaz de Akkermansia
muciniphila o un fragmento del mismo. En una realizacién de la invencion, el medicamento de la invencion se utiliza
en el tratamiento de un trastorno metabdlico. En otra realizacion, el medicamento es para restaurar una proporcion
normal de Akkermansia muciniphila en el intestino de un sujeto que lo necesite.
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La presente divulgacion también se refiere a un método para tratar un trastorno metabdlico en un sujeto que lo
necesita, en el que dicho método comprende administrar una cantidad eficaz de Akkermansia muciniphila o un
fragmento de la misma al sujeto.

Otro objeto de la divulgacion es un método para restaurar una proporcion normal de Akkermansia muciniphila en el
intestino de un sujeto que lo necesite, en el que dicho método comprende administrar una cantidad eficaz de
Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma al sujeto.

En una realizacién, el método de la divulgacion comprende administrar una cantidad eficaz de la composicién, de la
composicion farmacéutica o del medicamento de la invencion al sujeto.

En una realizaciéon de la invencidon, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicion,
composicion farmacéutica o medicamento se administra al menos una vez a la semana, preferiblemente al menos dos
veces a la semana, mas preferiblemente al menos tres veces a la semana, y incluso mas preferiblemente tres veces
por semana. En otra realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicién, composicion
farmacéutica o medicamento se administra al menos una vez al dia, y preferiblemente al menos dos veces al dia.

En una realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicion, composicion farmacéutica
o medicamento de la invencién se administra durante 1 semana, preferiblemente durante 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas
0 mas.

En una realizaciéon, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicién, composicion farmacéutica
o0 medicamento de la invencién se administra durante un periodo que dura hasta que se logra el resultado deseado
(por ejemplo, pérdida de peso, tratamiento de trastornos metabdlicos, disminucién del nivel de colesterol en plasma...).

En una realizacion, la administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicion,
composicion farmacéutica o medicamento de la invencion es permanente, es decir, no esta limitada en el tiempo.

En una realizacion de la invencion, la cantidad diaria de Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de 1.102
a aproximadamente 1.10'5 ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10'2 ufc/dia, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10' ufc/dia e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10° ufc/dia.

En otra realizacion de la invencion, la cantidad diaria de Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de 1.10°
a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.102 a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/dia.

En otra realizacion de la invencion, la cantidad diaria de Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de 1.108
a aproximadamente 1.10'0 ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc/dia, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc/dia.

En una realizacién de la invencion, la cantidad diaria de fragmentos de Akkermansia muciniphila administrados por
dia varia de fragmentos derivados de 1.10? a aproximadamente 1.10'® ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente
1.10* a aproximadamente 1.10'2 ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.105. a aproximadamente 1.100
ufc/dia e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc/dia. En otra realizacién
de lainvencion, la cantidad diaria de fragmentos de Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de fragmentos
derivados de 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.102 a aproximadamente
1.10"° ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/dia. En otra realizacion
de la invencion, la cantidad diaria de fragmentos de Akkermansia muciniphila administrados por dia varia de
fragmentos derivados de 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, preferilemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10° ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10°. ufc/dia.

En una realizacion de la invencion, el sujeto tiene sobrepeso. En otra forma de realizacion, el sujeto es obeso.

En una realizacion de la invencion, al sujeto se le diagnostica un trastorno metabdlico, tal como, por ejemplo, un
trastorno metabdlico relacionado con el sobrepeso y/o la obesidad.

En otra realizacion, el sujeto tiene riesgo de desarrollar un trastorno metabdlico, tal como, por ejemplo, un trastorno
metabdlico relacionado con el sobrepeso y/o la obesidad. En una realizacion, dicho riesgo esta relacionado con el
hecho de que el sujeto tiene sobrepeso o es obeso. En otra realizacion, dicho riesgo corresponde a una predisposicion,
tal como, por ejemplo, una predisposicion familiar a un trastorno metabdlico, tal como, por ejemplo, a un trastorno
metabdlico relacionado con el sobrepeso y/o la obesidad.

En una realizacion de la invencién, el sujeto presenta una desregulacion de la composicion de la microbiota intestinal.

Preferiblemente, la microbiota intestinal de dicho sujeto esta agotada en cepas de Akkermansia muciniphila. En una
realizacion, la proporcion de Akkermansia muciniphila en el intestino del sujeto es inferior al 1 %, preferiblemente
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inferior al 0.5 %, mas preferiblemente inferior al 0.1 %, en ndmero de células de Akkermansia muciniphila al nimero
total de células bacterianas en el intestino.

La presente invencion también se refiere al uso cosmético de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma
para promover la pérdida de peso en un sujeto.

Por tanto, otro objeto de la invenciéon es una composicién cosmética que comprende una cantidad cosméticamente
eficaz de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, y su uso para promover la pérdida de peso en un
sujeto. Como se usa en este documento, una “cantidad cosméticamente eficaz” se refiere a la cantidad de una
composicion cosmética necesaria y suficiente para promover un efecto cosmético, tal como, por ejemplo, para inducir
la pérdida de peso en un sujeto.

La presente divulgacion también se refiere a un método para promover la pérdida de peso en un sujeto que lo necesite,
en el que dicho método comprende administrar una cantidad cosméticamente eficaz de Akkermansia muciniphila o un
fragmento de la misma a dicho sujeto.

En una realizacion, el método de la divulgacién comprende administrar una cantidad cosméticamente eficaz de la
composicion o de la composicion cosmética de la invencion al sujeto.

En una realizacion de la invencién, la cantidad cosméticamente eficaz de Akkermansia muciniphila varia de
aproximadamente 1.102 a aproximadamente 1.10" ufc, preferiblemente de aproximadamente 1.10* a
aproximadamente 1.10'2 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc e incluso
mas preferiblemente de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10° ufc. En otra realizacion de la invencion, la
cantidad cosméticamente eficaz de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10% a aproximadamente
1.10"° ufc, preferiblemente de aproximadamente 1.10°8 a aproximadamente 1.10'° ufc, mas preferiblemente de
aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10" ufc. En ofra realizacion de la invencion, la cantidad
cosméticamente eficaz de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc,
preferiblemente de aproximadamente 1.10® a aproximadamente 1.10° ufc, mas preferiblemente de aproximadamente
1.108 a aproximadamente 1.10° ufc.

En una realizacién de la invencion, la cantidad cosméticamente eficaz de fragmentos de Akkermansia muciniphila
varia de fragmentos derivados de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10' ufc, preferiblemente de
aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10'2 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10"° ufc y incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc.
En ofra realizacion de la invencién, la cantidad cosméticamente eficaz de fragmentos de Akkermansia muciniphila
varia de fragmentos derivados de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc, preferiblemente de
aproximadamente 1.10%8 a aproximadamente 1.10'0 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10"° ufc. En otra realizacion de la invencion, la cantidad cosméticamente eficaz de fragmentos de
Akkermansia muciniphila varia de fragmentos derivados de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10"° ufc,
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10° ufc, mas preferiblemente de aproximadamente
1.108 a aproximadamente 1.10° ufc.

En una realizaciéon de la invencion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicién o
composicion cosmética se administra al menos una vez a la semana, preferiblemente al menos dos veces a la semana,
mas preferiblemente al menos tres veces a la semana, e incluso mas preferiblemente tres veces por semana. En otra
realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicién o composicidon cosmética se
administra al menos una vez al dia, y preferiblemente al menos dos veces al dia.

En una realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composiciéon o composicion cosmética
de la invencién se administra durante 1 semana, preferiblemente 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas o mas.

En una realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composiciéon o composicion cosmética
de la invencién se administra durante un periodo que dura hasta que se logra el resultado deseado (por ejemplo,
pérdida de peso ...).

En una realizacién, la administracién de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o la composicién o
composicion cosmética de la invencion es permanente, es decir, no esta limitada en el tiempo.

En una realizacion de la invencion, la cantidad diaria de Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de 1.102
a aproximadamente 1.10'5 ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'2 ufc/dia, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc/dia. dia, e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/dia. En otra realizacién de la invencion, la cantidad diaria de
Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de 1.10° a aproximadamente 1.10"° ufc/dia, preferiblemente de
aproximadamente 1.10%8 a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10'° ufc/dia. En otra realizacion de la invencion, la cantidad diaria de Akkermansia muciniphila
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administrada por dia varia de 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.10° a
aproximadamente 1.10° ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.102 a aproximadamente 1.10° ufc/dia.

En una realizacién de la invencién, la cantidad diaria de fragmentos de Akkermansia muciniphila administrados por
dia varia de fragmentos derivados de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10'S ufc/dia, preferiblemente de
aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'? ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.102 a
aproximadamente 1.10'® ufc/dia, De 1.10% a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, e incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/dia. En otra realizacién de la invencion, la cantidad diaria de
fragmentos de Akkermansia muciniphila administrados por dia varia de fragmentos derivados de aproximadamente
1.10% a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10'0
ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10'° ufc/dia. En otra realizacién de la
invencion, la cantidad diaria de fragmentos de Akkermansia muciniphila administrada por dia varia de fragmentos
derivados de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc/dia, preferiblemente de aproximadamente 1.108
a aproximadamente 1.10° ufc/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10% a aproximadamente 1.10° ufc/dia.

En una realizacién, dicho sujeto no es un sujeto obeso. En otra realizacion, dicho sujeto tiene sobrepeso.

[0084] En una realizacién de la invencion, la composicion, la composicion farmacéutica, la composicion cosmética o
el medicamento comprenden ademas cepas o0 especies probibticas adicionales, tales como, por ejemplo, cepas o
especies probidticas bacterianas; procariotas probidticos distintos de las bacterias; o cepas o especies de hongos,
preferiblemente cepas o especies de levadura. En una realizacién, dichas cepas o especies probidticas adicionales se
seleccionan de aquellas presentes naturalmente en el intestino del sujeto, preferiblemente en el intestino humano,
mas preferiblemente en el intestino de sujetos humanos sanos.

Los ejemplos de cepas o especies probidticas bacterianas que pueden usarse en la presente invencion incluyen, pero
no se limitan a, Lactobacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Veillonella, Desemzia, Coprococcus,
Collinsella, Citrobacter, Turicibacter, Sutterella, Subdoligranulum, Streptococcus, Sporobacter, Sporacetigenium,
Ruminococcus, Roseburia, Proteus, Propionobacterium, Leuconostoc, Weissella, Pediococcus, Streptococcus,
Prevotella, Parabacteroides, Papillibacter, Oscillospira, Melissococcus, Dorea, Dialister, Clostridium, Cedecea,
Catenibacterium, Butyrivibrio, Buttiauxella, Bulleidia, Bilophila, Bacteroides, Anaerovorax, Anaerostopes, Anaerofilum,
Enterobacteriaceae, Fermicutes, Atopobium, Alistipes, Acinetobacter, Slackie, Shigella, Shewanella, Serratia, Mahella,
Lachnospira, Klebsiella, Idiomarina, Fusobacterium, Faecalibacterium, Eubacterium, Enterococcus, Enterobacter,
Eggerthella.

Los ejemplos de cepas o especies procariotas que pueden usarse en la presente invencion incluyen, pero no se limitan
a, Archaea, Firmicutes, Bacteroidetes (tales como, por ejemplo, Allistipes, Bacteroides ovatus, Bacteroides
splachnicus, Bacteroides stercoris, Parabacteroides, Prevotella ruminicola, Porphyromondaceae y géneros
relacionados), Proteobacteria, Betaproteobacteria (como, por ejemplo, Aquabacterium y Burkholderia),
Gammaproteobacteria (como, por ejemplo, Xanthomonadaceae), Actinobacteria (como, por ejemplo,
Actinomycetaceae y Atopobium), Methanobacteria, Spirochaetes, Fibrobacters, Deferribacteres, Deinococcus,
Thermus, Cyanobacteria, Methanobrevibacteria, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Coprococcus,
Subdolingranulum, Dorea, Bulleidia, Anaerofustis, Gemella, Roseburia, Dialister, Anaerotruncus, Staphylococcus,
Micrococcus, Propionobacteria, Enterobacteriaceae, Faecalibacteria, Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella,
Eubacterium, Bacilli (como, por ejemplo, Lactobacillus salivarius y especies relacionadas, Aerococcus, Granulicatella,
Streptococcus bovis y géneros relacionados y Streptococcus intermedius y géneros relacionados), Clostridium (como,
por ejemplo, Eubacterium hallii, Eubacterium limosum y géneros relacionados) y Butyrivibrio.

Los ejemplos de cepas o especies probidticas fungicas, preferiblemente cepas o especies probidticas de levadura que
pueden usarse en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a Ascomycetes, Zygomycetes y Deuteromycetes,
preferiblemente de los grupos Aspergillus, Torulopsis, Zygosaccharomyces, Hansenula, Candida, Saccharomyces,
Clavispora, Bretanomyces, Pichia, = Amylomyces, Zygosaccharomyces, = Endomycess, Hyphopichia,
Zygosaccharomyces, Kluyveromyces, Mucor, Rhizopus, Yarrowia, Endomyces, Debaryomyces, y/o Penicillium.

El solicitante aqui muestra que los efectos beneficiosos observados después de la administracion de Akkermansia
muciniphila son especificos de esta cepa bacteriana. De hecho, se muestra en los Ejemplos que la administracién de
Lactobacillus plantarum WCSF-1 no tiene los mismos efectos beneficiosos.

En una realizaciéon de la invencién, la composicion, la composicion farmacéutica, la composicion cosmética o el
medicamento no comprende las cepas bacterianas Lactobacillus-Enterococcus, Bacteroides y/o Atopobium.

En una realizacion de la invencion, la Unica cepa o especie microbiana, preferiblemente cepa o especie bacteriana,
comprendida en la composiciéon, composicion farmacéutica, composicion cosmética o medicamento es Akkermansia
muciniphila.

En una realizacion de la invencion, la composicién, composicién farmacéutica, composicion cosmética o medicamento
consiste en Akkermansia muciniphila.
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En otra realizacién de la invencion, la composicion, composicion farmacéutica, composicion cosmética o medicamento
consiste esencialmente en Akkermansia muciniphila, en la que “que consiste esencialmente en” aqui significa que
Akkermansia muciniphila es la Unica cepa o especie microbiana, preferiblemente la Unica cepa bacteriana o especies
comprendidas en la composicion, composicion farmacéutica, composicién cosmética o medicamento.

En una realizacién de la invencion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma activa o inhibe el crecimiento
y/o la actividad biolégica de otras cepas bacterianas o especies de la microbiota intestinal.

En una realizaciéon de la invencion, la composicién, la composicién farmacéutica, la composicién cosmética o el
medicamento comprenden ademas un prebidtico.

Los ejemplos de prebidticos que pueden usarse en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, inulina y
fructanos de tipo inulina, oligofructosa, xilosa, arabinosa, arabinoxilano, ribosa, galactosa, ramnosa, celobiosa,
fructosa, lactosa, salicina, sacarosa, glucosa, esculina, tween 80, trehalosa, maltosa, manosa, melibiosa, moco o
mucinas, rafinosa, fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, aminoacidos, alcoholes y cualquier combinacién de los
mismos.

Otros ejemplos no limitantes de prebidticos incluyen derivados de celulosa solubles en agua, derivados de celulosa
insolubles en agua, harina de avena sin procesar, metamucil, todo salvado y cualquier combinacion de los mismos.

Los ejemplos de derivados de celulosa solubles en agua incluyen, pero no se limitan a, metilcelulosa, metiletilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, etilhidroxietilcelulosa, hidroxietilcelulosa cationica, hidroxipropilcelulosa, hidroxietiimetilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa y carboximetilcelulosa.

Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma o la composicion, composicion farmacéutica, composicion
cosmética o medicamento de la invencion pueden administrarse mediante varias vias de administracién. Los ejemplos
de vias de administracién adaptadas incluyen, pero no se limitan a, administracion oral, administracion rectal,
administracion via esofagogastroduodenoscopia, administracién via colonoscopia, administracion usando una sonda
nasogastrica u orogastrica y similares.

De acuerdo con una realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma o la composiciéon, composicion
farmacéutica, composicion cosmética o medicamento de la invencion se encuentra en una forma adaptada a la
administracion oral. De acuerdo con una primera realizacion, la forma adaptada a la administracion oral es una forma
solida seleccionada del grupo que comprende comprimidos, pildoras, capsulas, capsulas de gelatina blanda, pildoras
recubiertas de azucar, comprimidos bucodispersantes/orodispersantes, comprimidos efervescentes u otros solidos.
De acuerdo con una segunda realizacion, la forma adaptada a la administracion oral es una forma liquida, tal como,
por ejemplo, una solucién bebible, formas liposomales y similares.

En una realizacion, la composicion, composicion farmacéutica, composicion cosmética o medicamento de la invencién
comprende ademas excipientes, diluyentes y/o portadores seleccionados con respecto a la via de administracion
pretendida. Ejemplos de excipientes, diluyentes y/o portadores incluyen, pero no se limitan a, agua, solucion salina
tampon fosfato, solucion salina tampon fosfato anaerdbico, bicarbonato sédico, jugo, leche, yogur, férmula infantil,
producto lacteo, agentes colorantes, tales como, para ejemplo, didxido de titano (E171), dioxido de hierro (E172) y BN
negro brillante (E151); agentes aromatizantes; espesantes como, por ejemplo, monoestearato de glicerol;
edulcorantes; agentes de revestimiento, como por ejemplo aceite de colza refinado, aceite de soja, aceite de
cacahuete, lecitina de soja o gelatina de pescado; agentes diluyentes como, por ejemplo, lactosa, lactosa
monohidratada o almidén; agentes aglutinantes como, por ejemplo, povidona, almidén pregelatinizado, gomas,
sacarosa, polietilenglicol (PEG) 4000 o PEG 6000; agentes disgregantes, tales como, por ejemplo, celulosa
microcristalina o carboximetil almidon de sodio, tales como, por ejemplo, carboximetil almidon de sodio tipo A; agentes
lubricantes como, por ejemplo, estearato de magnesio; agente de flujo, como, por ejemplo, silice coloidal anhidra, etc.

En una realizacion de la invencion, la composicién, composicion farmacéutica, composicion cosmética o medicamento
esta en forma de composicion nutricional, es decir, comprende alimento liquido o sélido, pienso o agua potable. En
una realizacién de la invencion, la composicién, composicion farmacéutica, composicion cosmética o medicamento es
un producto alimenticio, tal como, por ejemplo, productos lacteos, bebidas lacteas, yogur, zumos de frutas o verduras
o concentrados de los mismos, polvos, malta o soja o bebidas a base de cereales, cereales para el desayuno como
muesli en hojuelas, zumos de frutas y verduras en polvo, cereales y/o barras de chocolate, productos de confiteria,
pastas para untar, harinas, leche, batidos, productos de confiteria, productos lacteos, leche en polvo, leche
reconstituida, leche cultivada, yogur, bebida de yogur, yogur preparado, bebida, bebida lactea, bebida lactea,
chocolate, geles, helados, cereales, productos de frutas reconstituidos, barras de bocadillos, barras de alimentos,
barras de muesli, pastas para untar, salsas, salsas de untar, productos lacteos, incluidos yogures y quesos, bebidas
incluidas las bebidas lacteas y no lacteas, los suplementos deportivos, incluidos los suplementos deportivos lacteos y
no lacteos.
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En una realizacion de la invencion, la composicién, composicién farmacéutica, composicion cosmética o medicamento
esta en forma de aditivo alimentario, aditivo de bebida, suplemento dietético, producto nutricional, alimento médico o
composicion nutracéutica.

Akkermansia muciniphila es una bacteria estrictamente anaerébica. Por lo tanto, en la realizacién en la que se utilizan
cepas vivas o viables, debe evitarse el contacto prolongado con oxigeno. Los ejemplos de medios para evitar el
contacto prolongado con el oxigeno incluyen, pero no se limitan a, la congelacion de las células bacterianas o el
envasado en un recipiente sellado y similares.

El solicitante mostré en la presente que la obesidad y los trastornos relacionados estan asociados con una mayor
permeabilidad intestinal y con una produccién de moco alterada, barrera epitelial, sistema inmunitario y/o produccion
de compuestos antibacterianos por parte del sujeto; y que la administracion de A. muciniphila puede restaurar estos
parametros.

Por lo tanto, la presente divulgacion también se refiere a Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma para
disminuir la permeabilidad intestinal y/o restaurar la produccioén alterada de moco y/o restaurar la barrera del epitelio
y/o restaurar el sistema inmunitario y/o disminuir la produccion de compuestos antibacterianos. Otro objeto de la
divulgacion es un método para disminuir la permeabilidad intestinal y/o restaurar la produccion de moco alterada y/o
restaurar la barrera del epitelio y/o restaurar el sistema inmunitario y/o disminuir la produccion de compuestos
antibacterianos en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar una cantidad eficaz o cosméticamente eficaz
de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto que lo necesite.

El solicitante demostré sorprendentemente que la administracion de A. muciniphila controla la barrera intestinal
regulando el espesor de la capa de moco y la produccion de péptidos antimicrobianos de colon (tales como, por
ejemplo, Reglllgamma). Ademas, también demostraron que A. muciniphila regula la produccién de acilgliceroles que
pertenece a la familia de los endocannabinoides involucrados en el control de la inflamacién, la barrera intestinal y la
secrecion de péptidos intestinales (GLP-1 y GLP-2). GLP-1 y GLP-2 estan involucrados en una gran variedad de
funciones, incluida la mejora de la sefializacion de la insulina, la disminucién de la inflamacién y la promocién de la
saciedad.

Por lo tanto, la presente divulgacion también se refiere a Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma para
controlar la funcion de barrera intestinal, y a un método para controlar la funcién de barrera intestinal que comprende
administrar una cantidad efectiva o cosméticamente efectiva de Akkermansia muciniphila o un fragmento del mismo a
un sujeto que lo necesite. En una realizacion, Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma regula el grosor
de la capa de moco (que puede disminuir en la obesidad u otros trastornos metabdlicos). En otra realizacion, la
administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma induce la produccion de péptidos
antimicrobianos de colon, tales como, por ejemplo, Reglligamma. En otra realizacién, la administracion de
Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma induce la produccion de compuestos de la familia de los
endocannabinoides, tales como, por ejemplo, acilgliceroles seleccionados del grupo que comprende 2-oleoilglicerol,
2-palmitoilglicerol y 2-araquidonoilglicerol. En otra realizacion, la administracion de Akkermansia muciniphila o un
fragmento de la misma regula el recambio de moco.

Otro objeto de la divulgacion se refiere a Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma para su uso en el
tratamiento de la disfuncion metabdlica asociada con o causada por un trastorno metabdlico. Otro objeto mas de la
divulgacion es, por tanto, un método para tratar la disfuncion metabdlica asociada con o causada por un trastorno
metabdlico en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar una cantidad eficaz o una cantidad
cosmeéticamente eficaz de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto en necesidad del mismo.

El solicitante también mostré que la administracion de Akkermansia muciniphila controla el almacenamiento de grasa
y el metabolismo del tejido adiposo. Por tanto, otro objeto de la divulgacion se refiere a Akkermansia muciniphila o un
fragmento de la misma para su uso en el control del almacenamiento de grasa y el metabolismo del tejido adiposo.
Otro objeto de la divulgacion es también un método para controlar el almacenamiento de grasa y el metabolismo del
tejido adiposo que comprende administrar una cantidad eficaz o una cantidad cosméticamente eficaz de Akkermansia
muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto que lo necesite. En una realizacion, dicho control no implica ningun
cambio en la ingesta de alimentos. En una realizacion, la administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento
de la misma suprime la endotoxemia metabdlica. En otra realizacion, la administracién de Akkermansia muciniphila o
un fragmento de la misma reduce la masa grasa. En otra realizacion, la administracién de Akkermansia muciniphila o
un fragmento de la misma aumenta la expresion de ARNm de la diferenciacion de adipocitos y la oxidacion de lipidos,
preferiblemente sin afectar la lipogénesis.

El solicitante también mostré que la administracion de Akkermansia muciniphila regula el metabolismo del tejido
adiposo y la homeostasis de la glucosa. Por tanto, la presente divulgacion se refiere a Akkermansia muciniphila o un
fragmento de la misma para uso en la regulacién del metabolismo del tejido adiposo y la homeostasis de la glucosa;
ya un método para regular el metabolismo del tejido adiposo y la homeostasis de la glucosa que comprende administrar
una cantidad eficaz o una cantidad cosméticamente eficaz de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a
un sujeto que lo necesite. En una realizacion, la administraciéon de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la
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misma revierte la hiperglucemia en ayunas inducida por la dieta. En otra realizacion, la administracion de Akkermansia
muciniphila o un fragmento de la misma induce una reduccion de al menos 10 %, preferiblemente de al menos 30 %,
mas preferiblemente de al menos 40 % de la expresion de glucosa-6-fosfatasa hepética. En otra realizacion, la
administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma induce una reduccion del indice de resistencia
a la insulina. En una realizacion, dicha reduccion del indice de resistencia a la insulina es de al menos 5 %,
preferiblemente de al menos 10 %, mas preferiblemente de al menos 15 %.

Ademas, el solicitante mostré que la administracion de Akkermansia muciniphila conduce a la normalizacién de la
subpoblacién de macrofagos CD11c¢ de tejido adiposo. La cantidad de células de esta poblacion de macréfagos
aumenta en los trastornos metabdlicos como, por ejemplo, la obesidad y la diabetes tipo 2, y es un sello distintivo de
la inflamacién relacionada con estos trastornos metabdlicos. Por lo tanto, la presente divulgacion también se refiere a
Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma para el tratamiento de la inflamacion, preferiblemente inflamacion
de bajo grado, asociada con o causada por trastornos metabdlicos; ya un método para tratar la inflamacién relacionada
con trastornos metabdlicos que comprende administrar una cantidad eficaz o una cantidad cosméticamente eficaz de
Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto que lo necesite. En una realizacién, la administracion
de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma disminuye la cantidad de macréfagos CD11c en el tejido
adiposo.

Finalmente, el solicitante mostré que la administracion de Akkermansia muciniphila reduce el colesterol plasmatico en
ratones alimentados con una dieta rica en grasas. Por tanto, la presente divulgacion también se refiere a Akkermansia
muciniphila o un fragmento de la misma para reducir el colesterol plasmatico; y a un método para disminuir el colesterol
plasmatico que comprende administrar una cantidad eficaz o una cantidad cosméticamente eficaz de Akkermansia
muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto que lo necesite.

En una realizacion, la administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto no tiene
impacto en la ingesta de alimentos de dicho sujeto.

En una realizacién, la administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto aumenta el
gasto energético de dicho sujeto, preferiblemente sin afectar la ingesta de alimentos de dicho sujeto.

Por tanto, la presente divulgacion también se refiere a un método para aumentar el gasto energético de un sujeto, que
comprende administrar Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma, o una composicion, composicion
farmacéutica, composicion cosmética o medicamento de la invencion al sujeto, preferiblemente en una cantidad
terapéutica o cosméticamente eficaz. Preferiblemente, el método de la divulgacién no comprende o comprende
ademas modular la ingesta de alimentos de dicho sujeto. En una realizacion, el método de la divulgacion aumenta el
gasto de energia, induciendo asi una pérdida de peso duradera en el sujeto y, por lo tanto, tratando trastornos
metabodlicos en dicho sujeto, tales como, por ejemplo, trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad.

En una realizacion, la administracion de Akkermansia muciniphila o un fragmento de la misma a un sujeto aumenta la
saciedad en dicho sujeto. En consecuencia, de acuerdo con esta realizacion, el método de la divulgacion aumenta la
saciedad en un sujeto, induciendo asi una pérdida de peso duradera en el sujeto y, por tanto, tratando trastornos
metabolicos en dicho sujeto, tales como, por ejemplo, trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una combinacion de graficos que muestran que la abundancia de Akkermansia muciniphila esta
disminuida en ratones obesos y diabéticos, mientras que el tratamiento prebidtico la restaura a niveles basales y
mejora la endotoxemia metabdlica y trastornos relacionados. (a) Abundancia de Akkermansia muciniphila (Log1o de
bacterias/g de contenido cecal) medida en el contenido cecal de ratones obesos con deficiencia de leptina (ob-ob)
(n =5) y sus comparieros de camada delgados (magros) (n = 5). (b) Abundancia de Akkermansia muciniphila (Log1o
de bacterias/g de contenido cecal) medida en el contenido cecal de ratones obesos alimentados con una dieta normal
(ob-CT) o tratados con prebiéticos (ob-Pre) durante 5 semanas (n = 10). (c) Abundancia de Akkermansia muciniphila
(Log1o de bacterias por g de contenido cecal) medida en el contenido cecal de ratones alimentados con dieta control
(CT) o ratones alimentados con dieta CT tratados con prebidticos (CT-Pre) agregados en agua potable y HF ratones
alimentados con dieta (HF) o ratones alimentados con dieta HF tratados con prebidticos (HF-Pre) afiadidos en agua
potable durante 8 semanas (n = 10). (d) Niveles séricos de LPS en la vena porta (n = 7-9). (¢) ARNm de CD11c del
marcador de infiltracion de macrofagos de tejido adiposo (n =10). (f) Correlacién de Pearson entre los valores
logaritmicos de los niveles de LPS en la vena porta y la abundancia de Akkermansia muciniphila (Log1 de bacterias
por g de contenido cecal), el recuadro indica el coeficiente de correlacién de Pearson (r) y el valor P correspondiente.
(9) Ganancia de masa grasa total medida por resonancia magnética nuclear en el dominio del tiempo (n = 10). Los
datos en a-c se muestran como diagramas de caja. * P < 0.05, mediante la prueba t de Student de dos colas. Se han
obtenido datos en c-g en el mismo grupo de ratones. Los datos en d, e y g se muestran como media + e.e.m. Los
datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (P < 0.05), de acuerdo con el analisis
estadistico unidireccional ANOVA post-hoc.
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La Figura 2 es una combinacién de graficos e imagenes que muestran que Akkermansia muciniphila cambia la
composicion de la microbiota intestinal, contrarresta la disfuncion de la barrera intestinal inducida por la dieta, cambia
el nivel intestinal de endocannabinoides y mejora los trastornos metabdlicos en ratones obesos inducidos por la dieta.
Los ratones fueron tratados por sonda oral diaria con Akkermansia muciniphila (2.102 células bacterianas suspendidas
en 200 pl de solucidn salina tampdn fosfato anaerdbico estéril (PBS)) y alimentados con una dieta control (CT-Akk) o
una dieta HF (HF-Akk) en comparacion con los ratones alimentados con una dieta de control (CT) o una dieta alta en
grasas (HF) y tratados mediante sonda oral diaria con un volumen equivalente de PBS anaerobico estéril durante 4
semanas (n = 10). (a) Analisis de PCA basado en huellas dactilares filogenéticas MITChip de la microbiota intestinal
del contenido cecal de los grupos de control (CT y HF) y grupos tratados con Akkermansia muciniphila (CTA y HFA).
(b) Niveles de LPS sérico de la vena porta (n = 6-10). (c) Ganancia de masa grasa total medida por resonancia
magnética nuclear en el dominio del tiempo (n = 10). (d) El indice de resistencia a la insulina se determiné multiplicando
el area bajo la curva (de 0 min a 15 min) tanto de glucosa en sangre como de insulina plasmatica obtenida después
de una carga de glucosa oral (2 g de glucosa por kg de peso corporal) realizada después de 4 semanas de tratamiento
(n =10). () ARNm de CD11c del marcador de infiltracion de macréfagos de tejido adiposo (n = 10). (f) Diferenciacion
de adipocitos (CCAAT/proteina de union a potenciador-a, codificada por Cebpa), lipogénesis (acetil-CoA carboxilasa,
codificada por Acc1; acido graso sintasa, codificada por Fasn) y expresion de ARNm de marcadores de oxidacién de
lipidos (carnitina palmitoiltransferasa-1, codificada por Cpt1; acil-CoA-oxidasa codificada por Acox1; coactivador del
receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma, codificado por Pgci1a; y receptor alfa activado por
proliferador de peroxisoma, codificado por Ppara) se midieron en los depdsitos de grasa visceral (grasa mesentérica)
(n =10). (g) lleum 2-palmitoilglicerol (2-PG), 2-oloeilglicerol (2-OG), 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (expresado como %
del control) (n = 10). (h) Espesor de la capa de moco medido mediante analisis histolégicos después de la tincidon con
azul alcian. Imagenes representativas de azul alcian utilizadas para las medidas del espesor de la capa de moco,
barras =40 pm (n = 7-8). (i) Expresion de ARNm de 3-gamma (Regllly, codificado por Reg3g) derivado de islotes de
regeneracion de colon (n = 10). Los datos en a-i se han obtenido en el mismo grupo de ratones. Los datos en b-i se
muestran como media = e.e.m. Los datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (P <
0.05), de acuerdo con el analisis estadistico unidireccional ANOVA post-hoc.

La Figura 3 es una combinacion de graficos e imagenes que muestran que los ratones tratados con prebiéticos
exhibieron una relacion inversa entre Akkermansia muciniphila y la infiltracién de macréfagos del tejido adiposo o la
ganancia de masa grasa. (a) Correlacion de Pearson entre los niveles de ARNm de CD11c en el tejido adiposo y la
abundancia de Akkermansia muciniphila (Log1o de bacterias por g de contenido cecal) medida en el contenido cecal
de ratones alimentados con dieta de control (CT) o ratones alimentados con dieta CT tratados con prebidticos (CT -
Pre) afiadido en agua potable y ratones alimentados con dieta HF (HF) o ratones alimentados con dieta HF tratados
con prebioticos (HF-Pre) afiadidos en agua potable durante 8 semanas, el recuadro indica el coeficiente de correlacion
de Pearson (r) y el correspondiente valor P. (b) Peso de los depdsitos de grasa subcutanea, mesentérica y epididimaria
(g por 100 g de peso corporal) (n = 10). (c) Correlacion de Pearson entre la ganancia de masa de tejido adiposo y el
contenido cecal Abundancia de Akkermansia muciniphila (Logio de bacterias por g de contenido cecal), el recuadro
indica el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el valor P correspondiente. Los datos en a-c se han obtenido en
el mismo grupo de ratones y se muestran como media + e.e.m. Los datos con diferentes letras en superindice son
significativamente diferentes (P < 0.05), de acuerdo con el analisis estadistico unidireccional ANOVA post-hoc.

La Figura 4 es una combinacion de graficos que muestran que la alimentacion por sonda oral diaria con Akkermansia
muciniphila aumenta la abundancia cecal de estas bacterias. Abundancia de Akkermansia muciniphila expresada
como (a) % del ARN 16S total o (b) Copias de ADN Logio medidas en ratones tratados por sonda oral diaria con
Akkermansia muciniphila (2.108 células bacterianas suspendidas en 200 pl de solucién salina tampén fosfato
anaerobico (PBS) estéril) y alimentadas con una dieta de control (CT-Akk) o una dieta de HF (HF-Akk) en comparacion
con los ratones alimentados con una dieta de control (CT) o una dieta alta en grasas (HF) y tratados por sonda oral
diaria con un volumen equivalente de anaerobios estériles PBS durante 4 semanas (n = 10).

La Figura 5 es una combinacion de graficos e imagenes que muestran que el tratamiento con Akkermansia muciniphila
reduce la masa grasa sin afectar la ingesta de alimentos. (a) Peso de los depésitos de grasa subcutanea, mesentérica
y epididimaria (g por 100 g de peso corporal) de ratones tratados por sonda oral diaria con Akkermansia muciniphila
(2.108 células bacterianas suspendidas en 200 ul de solucion salina tampon fosfato anaerdbico estéril (PBS)) y
alimentados con un control dieta (CT-Akk) o con una dieta HF (HF-Akk) o ratones alimentados con una dieta control
(CT) o con una dieta alta en grasas (HF) y tratados por sonda oral diaria con un volumen equivalente de PBS
anaerdbico estéril durante 4 -semanas (n = 10). (b) Ingesta acumulada de alimentos (g) durante las 4 semanas de
tratamiento. (c) Peso corporal final (n = 10). (d) Masa magra y grasa final expresada en porcentaje del peso corporal
final y medida usando RMN de dominio del tiempo de 7.5 MHz (LF50 minispec; Bruker, n = 10). Los datos se muestran
como media *+ e.e.m. Los datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (P <0.05), de
acuerdo con el analisis estadistico unidireccional ANOVA post-hoc.

La Figura 6 es una combinacion de graficos que muestran que el tratamiento con Akkermansia muciniphila normaliza
la glucemia en ayunas y reduce la expresion de ARNm de G6pc hepatico en ayunas. (a) Glucemia en ayunas medida
en ratones tratados por sonda oral diaria con Akkermansia muciniphila (2.10® células bacterianas suspendidas en
200 pl de solucion salina tampodn fosfato anaerdbico estéril (PBS)) y alimentados con una dieta de control (CT-Akk) o
con una dieta HF (HF -Akk) o ratones alimentados con una dieta de control (CT) o con una dieta alta en grasas (HF)
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y tratados por sonda oral diaria con un volumen equivalente de PBS anaerébico estéril durante 4 semanas (n = 10).
(b) Niveles de expresion de ARNm de glucosa-6 fosfatasa (codificada por G6pc) medidos en el higado al final del
periodo de 4 semanas (n = 10). Los datos se muestran como media + e.e.m. Los datos con diferentes letras en
superindice son significativamente diferentes (P <0.05), de acuerdo con el analisis estadistico unidireccional ANOVA
post-hoc.

La Figura 7 es una combinacién de graficos que muestran que el tratamiento con Akkermansia muciniphila tiene
efectos menores sobre el contenido de péptidos antibacterianos en el ileon y los niveles de IgA en las heces. La
expresion de ARNm de Péptidos antibacterianos (a) Regeneraciéon de 3-gamma derivada de islotes (Regllly, codificada
por Reg3g), (b) Fosfolipasa A2 grupo IIA (codificada por Pla2g2a), (c) a-defensinas (codificada por Defa) y (d ) Lisozima
C (codificada por Lyzl) medida en el ileon de ratones tratados por sonda oral diaria con Akkermansia muciniphila (2.108
células bacterianas suspendidas en 200 pl de solucion salina tampdn fosfato anaerdébico estéril (PBS)) y alimentados
con una dieta de control (CT-Akk) o con una dieta HF (HF-Akk) o ratones alimentados con una dieta de control (CT) o
con una dieta alta en grasas (HF) y tratados por sonda oral diaria con un volumen equivalente de PBS anaerdbico
estéril durante 4 semanas (n = 10). (e) Niveles de IgA fecal (ug/g de heces). Los datos se muestran como media *
e.e.m. Los datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (P < 0.05), de acuerdo con el
andlisis estadistico unidireccional ANOVA post-hoc.

La Figura 8 es una combinacién de histogramas, graficos e imagenes que muestran que A. muciniphila inactivada por
calor no contrarresta la endotoxemia metabdlica, la obesidad inducida por la dieta, la intolerancia a la glucosa oral, no
mejora el metabolismo del tejido adiposo y la funcion de barrera intestinal en ratones con obesidad inducida por la
dieta. Los ratones de control se alimentaron con una dieta de control (CT) o HF (HF) y se trataron con una sonda oral
diaria que contenia PBS anaerobico estéril y glicerol durante 4 semanas al dia. Los ratones tratados recibieron una
sonda oral de A. muciniphila viva (HF-Akk) o A. muciniphila inactivada metabdlicamente (HF-K-Akk) (2.108 células
bacterianas suspendidas en 200 pl de soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS) anaerdbica estéril) y se
alimentaron una dieta HF (n = 8). (A) Niveles séricos de LPS en la vena porta (n = 6-7). (B) Ganancia total de masa
grasa medida por resonancia magnética nuclear en el dominio del tiempo (n = 7-8). (C) Perfil de glucosa en plasma
después de la exposicion oral a 2 g/lkg de glucosa en ratones que se mueven libremente, y el histograma en (D)
muestra el area media bajo la curva (AUC) medida entre 0 y 120 min después de la carga de glucosa (n = 7- 8). (E)
Se midio la expresion de ARNm de marcadores de diferenciacion de adipocitos (Cebpa), lipogénesis (Acc1; Fasn) y
oxidacion de lipidos (Cpt1; Acox1; Pgcila; y Ppara) en depositos de grasa visceral (grasa mesentérica) (n = 8). (F)
Espesor de la capa de moco medido por analisis histolégicos después de la tincion con azul alcian (CTn =4, HF n = 6,
HF-Akk y HF-K-Akk n = 5). (G) Imagenes representativas en azul alciano que se utilizan para medir el espesor de la
capa de moco, barras = 40 ym. M = mucosa, IM = capa mucosa interna. Los datos se muestran como medias + e.e.m.
Los datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (P < 0.05) segun el analisis estadistico
de una via ANOVA post-hoc.

La Figura 9 es una combinacion de histogramas que muestra que A. muciniphila inactivada por calor no redujo la masa
grasa subcutanea, mesentérica y epididimaria y no aumento los péptidos antimicrobianos del colon en ratones con
dieta HF. (A) Peso de los depdsitos de grasa subcutanea, mesentérica y epididimaria (g por 100 g de peso corporal)
medidos en ratones de control alimentados con una dieta de control (CT) o HF (HF) y tratados con una sonda oral
diaria que contiene PBS anaerdbico estéril y glicerol durante 4 semanas diarias. Los ratones tratados recibieron una
sonda oral de A. muciniphila viva (HF-Akk) o A. muciniphila muerta (HF-K-AKk) (2.108 células bacterianas suspendidas
en 200 pl de PBS anaerdbico estéril) y se alimentaron con una dieta HF (n = 8). (B) expresion de ARNm de expresion
de ARNm de 3-gamma (Regllly, codificada por Reg3g) derivada de islotes de regeneracion de colon (n = 8-18), los
datos representan los resultados de los dos estudios de A. muciniphila. Los datos se muestran como medias + e.e.m.
Los datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (P < 0.05) de acuerdo con un analisis
estadistico de una via ANOVA post-hoc.

La Figura 10 es una combinacién de histogramas que muestran la eficacia de un tratamiento con A. muciniphila 3
veces por semana durante 8 semanas. (A) Peso corporal (g) medido en ratones de control alimentados con un control
(CT) (n = 8) o dieta HF (HF) (n = 10) y tratados 3 veces por semana por sonda oral con PBS anaerdébico estéril que
contiene glicerol o A. muciniphila (HF-Akk) (n = 10) durante 8 semanas. (2.108 células bacterianas suspendidas en
200 pl de PBS anaerobico estéril). (B) Masa grasa subcutanea. (C) Tejidos adiposos viscerales (mesentéricos y
epididimales). Los datos se muestran como medias + e.e.m. Los datos con diferentes letras en superindice son
significativamente diferentes (P <0.05) de acuerdo con un analisis estadistico de una via ANOVA post-hoc.

La Figura 11 es un histograma que muestra que A. muciniphila reduce el colesterol plasmatico en ratones alimentados
con una dieta rica en grasas. (CT) Ratones alimentados con una dieta de control; (Akk) Ratones tratados por sonda
oral diaria con Akkermansia muciniphila (2.108 células bacterianas suspendidas en 200 pl de solucién salina tampon
fosfato anaerdébico estéril (PBS)) y alimentados con una dieta de control; (HF) Ratones alimentados con una dieta rica
en grasas; (HF-Akk) Ratones tratados por sonda oral diaria con Akkermansia muciniphila (10° células bacterianas
suspendidas en 200 pl de solucion salina tampon fosfato anaerdébico estéril (PBS)) y alimentados con una dieta HF.

La Figura 12 es una combinacion de histogramas que muestra que L. plantarum WCFS1 no redujo la masa grasa y
no mejoré el metabolismo del tejido adiposo ni la funcién de barrera intestinal en ratones obesos inducidos por la dieta.
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Los ratones de control se alimentaron con una dieta de control (CT) o HF (HF) y se trataron con una sonda oral diaria
que contenia PBS anaerdbico estéril y glicerol durante 4 semanas. Los ratones tratados recibieron una sonda oral de
L. plantarum WCFS1 (HF-LP) (2.108 células bacterianas suspendidas en 200 yl de PBS anaerdbico estéril) y se
alimentaron con una dieta HF (n = 7-8). (A) Masa de grasa final medida por RMN en el dominio del tiempo (n = 7-8).
Pesos de los depositos de grasa subcutanea, mesentérica y epididimaria (g/100 g de peso corporal) (n = 7-8). (B) Se
midio la expresion de ARNm de marcadores de diferenciacién de adipocitos (Cebpa), lipogénesis (Acc1; Fasn) y
oxidacion de lipidos (Cpt1; Acox1; Pgc1a; y Ppara) en depdsitos de grasa visceral (grasa mesentérica) (n = 7-8). (C)
Espesor de la capa de moco medido por analisis histologicos después de la tincién con azul alcian (n = 4-6). (D)
Niveles de LPS sérico de la vena porta (n = 6-7). (E) expresion de ARNm de colon expresién de ARNm de Regllly
(codificado por Reg3g) (n = 8-18). Los datos se muestran como medias + e.e.m. Los datos con diferentes letras en
superindice son significativamente diferentes (P < 0.05) segun el analisis estadistico de una via ANOVA post hoc.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Materiales y métodos

Ratones

Experimento ob/ob: estudio ob/ob versus estudio magro: Se alojaron ratones ob/ob (n = 5/grupo) de seis semanas de
edad (antecedentes C57BL/6, Jackson-Laboratory, Bar Harbor, ME, EE. UU.) en un ambiente controlado (ciclo de luz
diurna de 12 h, apagado de luces a las 18 h) en grupos de dos o tres ratones/jaula, con libre acceso a comida y agua.
Los ratones se alimentaron con una dieta de control (A04, Villemoisson-sur-Orge, Francia) durante 16 semanas. El
contenido cecal se recogié sumergido en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C, para analisis adicionales de
Akkermansia muciniphila.

Estudio prebiético ob/ob: Se alojaron ratones ob/ob (n = 10/grupo) de seis semanas de edad (origen C57BL/6,
Jackson-Laboratory, Bar Harbor, ME, EE. UU.) en un entorno controlado (12 -h ciclo de luz diurna, apagado a las 18:
00h) en grupos de dos ratones/jaula, con libre acceso a comida y agua. Los ratones fueron alimentados con una dieta
de control (Ob-CT) (A04, Villemoisson-sur-Orge, Francia) o una dieta de control suplementada con prebidticos, como
oligofructosa (Ob-Pre) (Orafti, Tienen, Bélgica) durante 5 semanas, como se describié anteriormente (Everard et al.
Diabetes 60, 2775-2786 (2011)). Este grupo de ratones se ha caracterizado previamente en Everard et al. (Everard et
al. Diabetes 60, 2775-2786 (2011)).

Experimento prebidtico rico en grasas: un grupo de ratones C57BL/6J de 10 semanas de edad (40 ratones,
n = 10/grupo) (Charles River, Bruselas, Bélgica) se alojaron en grupos de cinco ratones/jaula, con acceso libre a
alimentos y agua. Los ratones se alimentaron con una dieta de control (CT) (A04, Villemoisson-sur-Orge, Francia) o
una dieta de control y se trataron con prebiéticos, como oligofructosa (Orafti, Tienen, Bélgica) (0.3 g/raton/dia)
anadidos en agua potable (CT-Pre), o con una dieta alta en grasas (HF) (60 % de grasa y 20 % de carbohidratos
(kcal/100 g), D12492, dieta de investigacion, New Brunswick, NJ, EE. UU.) o con una dieta con HF y tratamiento con
oligofructosa (0.3 g/raton/dia) afiadido en agua potable (HF-Pre). El tratamiento continud durante 8 semanas.

Tratamiento con HFD Akkermansia muciniphila: un grupo de ratones C57BL/6J de 10 semanas de edad (40 ratones,
n = 10/grupo) (Charles River, Bruselas, Bélgica) se alojaron en grupos de 2 ratones/jaula, con acceso a alimentos y
agua. Los ratones fueron alimentados con una dieta de control (CT) (AIN93Mi; Dieta de investigacion, New Brunswick,
NJ, EE. UU.) o una dieta alta en grasas (HF) (60 % de grasa y 20 % de carbohidratos (kcal/100 g), D12492, Dieta de
investigacion, Nuevo Brunswick, Nueva Jersey, EE. UU.). Los ratones se trataron con una administracion oral de
Akkermansia muciniphila por sonda oral a la dosis de 2.10% ufc/0.2 ml suspendidos en solucion salina tampon fosfato
anaerdbico estéril (CT-Akk y HF-Akk) y los grupos de control se trataron con una sonda oral de un volumen equivalente
de solucion salina tampon fosfato anaerdbico estéril (CT y HF). El tratamiento continué durante 4 semanas.

Se cultivé A. muciniphila Muc™ (ATTC BAA-835) anaerdbicamente en un medio basal basado en mucina como se
describio anteriormente (Derrien et al Int J Syst Evol Microbiol 54, 1469-1476 (2004)) y luego se lavo y suspendio en
solucion salina tampon fosfato anaerobico, que incluye glicerol al 25 % (v/v), hasta una concentracién final de 1.10"°
ufc/ml.

Tratamiento vivo con HFD Akkermansia muciniphila frente a muerte por calor y Lactobacillus platarum WCFS1: se
alojé un grupo de ratones C57BL/6J de 10 semanas de edad (40 ratones, n = 8/grupo) (Charles River, Bruselas,
Bélgica) en grupos de 2 ratones/jaula, con libre acceso a comida y agua. Los ratones fueron alimentados con una dieta
de control (CT) (AIN93Mi; Dieta de investigacion, New Brunswick, NJ, EE. UU.) o una dieta alta en grasas (HF) (60 %
de grasa y 20 % de carbohidratos (kcal/100 g), D12492, dieta de investigacion, Nuevo Brunswick, Nueva Jersey, EE.
UU.). Los ratones se trataron diariamente con una administracién oral de Akkermansia muciniphila por sonda oral a la
dosis de 2.102 ufc/0.2 ml suspendidos en solucion salina tampén fosfato anaeroébico estéril, A. muciniphila se destruyo
con calor/se inactivd mediante autoclave (15 min, 121°C, 225 kPa). Un control de viabilidad mediante cultivo en medio
que contiene mucina confirmd la ausencia de células viables. Lactobacillus plantarum WCFS1 se cultivd
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anaerdbicamente en medio MRS (caldo Difco Lactobacilli MRS; BD), se lavd, se concentrd y se manipulé de manera
idéntica a la preparacion de A. muciniphila. Los dos grupos de control (CT y HF) se trataron diariamente con una sonda
oral de un volumen equivalente de PBS anaerdbico estéril que contenia una concentracion final similar de glicerol
(2.5 %) (reducido con una gota de citrato de titanio 100 mM) como grupos de tratamiento durante 4 semanas.

Se registré la ingesta de alimentos y agua una vez a la semana. La composicidon corporal se evalué mediante
resonancia magnética nuclear en el dominio del tiempo (TD-NMR) de 7.5 MHz (LF50 minispec, Bruker, Rheinstetten,
Alemania).

Todos los experimentos con ratones fueron aprobados y realizados de acuerdo con las directrices del comité de ética
local. Las condiciones de alojamiento fueron especificadas por la Ley belga del 6 de abril de 2010, relativa a la
proteccion de los animales de laboratorio (nimero de acuerdo LA1230314).

Muestreo de tejido

Los animales se anestesiaron con isoflurano (Forene®, Abbott, Queenborough, Kent, Inglaterra) antes de la
exanguinacioén y la toma de muestras de tejido, luego se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical. Los depdsitos
adiposos (epididimario, subcutaneo y mesentérico), en el higado fueron disecados y pesados con precision; la suma
de los tres tejidos adiposos corresponde al indice de adiposidad. Los segmentos intestinales (ileon, ciego y colon), el
contenido cecal y los tejidos adiposos se sumergieron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C para su posterior
analisis.

Espesor de la capa de moco

Los segmentos de colon proximales se retiraron inmediatamente y se fijaron en solucion de Carnoy (etanol-acido
acético-cloroformo, 6/3/1 viv/v) durante dos horas a 4 °C. Luego, las muestras se sumergieron en etanol al 100 %
durante 24 horas antes de procesarlas para su inclusion en parafina. Se tifieron secciones de parafina de 5 ym con
azul alcian. Un investigador ciego a los grupos experimentales realizé un minimo de 20 mediciones diferentes
perpendiculares a la capa interna de moco por campo. Se analizaron de 5 a 19 campos seleccionados al azar para
cada colon para un total de 2146 mediciones usando un analizador de imagenes (Motic-image Plus 2.0ML, Motic,
China).

Preparacion de ARN y analisis de gPCR en tiempo real

Se prepard ARN total a partir de tejidos usando reactivo TriPure (Roche). El andlisis de cuantificacion y de integridad
del ARN total se realizé procesando 1 ul de cada muestra en un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent RNA 6000 Nano
Kit, Agilent).

Se preparé6 ADNc mediante transcripcion inversa de 1 ug de ARN total usando un kit del sistema de transcripcion
inversa (Promega, Leiden, Paises Bajos). Las PCR en tiempo real se realizaron con el software y el sistema de PCR
en tiempo real StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Den ljssel, Paises Bajos) utilizando Mesa Fast gPCR™
(Eurogentec, Seraing, Bélgica) para la deteccion de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se eligi6 RPL19
como gen de mantenimiento. Todas las muestras se procesaron por duplicado en una unica placa de reaccion de 96
pocillos y los datos se analizaron de acuerdo con el método 22T, La identidad y pureza del producto amplificado se
comprobé mediante el analisis de la curva de fusion realizado al final de la amplificacion. Las secuencias de cebadores
para los genes de ratén diana se presentan en la Tabla 1 siguiente.

Cebadores Secuencia
RPL-19 Directo GAAGGTCAAAGGGAATGTGTTCA (SEQ ID NO: 1)
Inverso CCTGTTGCTCACTTGT (SEQ ID NO: 2)
Reg3g Directo TTCCTGTCCTCCATGATCAAA (SEQ ID NO: 3)
Inverso CATCCACCTCTGTTGGGTTC (SEQ ID NO: 4)
Lyzl Directo GCCAAGGTCTACAATCGTTGTGAGTTG (SEQ ID NO: 5)
Inverso CAGTCAGCCAGCTTGACACCACG (SEQ ID NO: 6)
Pla2g2a Directo AGGATTCCCCCAAGGATGCCAC (SEQ ID NO: 7)
Inverso CAGCCGTTTCTGACAGGAGTTCTGG (SEQ ID NO: 8)
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(continuacion)

Cebadores Secuencia

CD11cc Directo ACGTCAGTACAAGGAGATGTTGGA (SEQ ID NO: 9)
Inverso ATCCTATTGCAGAATGCTTCTTTACC (SEQ ID NO: 10)

Defa Directo GGTGATCATCAGACCCCAGCATCAGT (SEQ ID NO: 11)
Inverso AAGAGACTAAAACTGAGGAGCAGC (SEQ ID NO: 12)

Fasn Directo TTCCAAGACGAAAATGATGC (SEQ ID NO: 13)
Inverso AATTGTGGGATCAGGAGAGC (SEQ ID NO: 14)

Cptla Directo AGACCGTGAGGAACTCAAACCTAT (SEQ ID NO: 15)
Inverso TGAAGAGTCGCTCCCACT (SEQ ID NO: 16)

Pgcla Directo AGCCGTGACCACTGACAACGAG (SEQ ID NO: 17)
Inverso GCTGCATGGTTCTGAGTGCTAAG (SEQ ID NO: 18)

Ppara Directo CAACGGCGTCGAAGACAAA (SEQ ID NO: 19)
Inverso TGACGGTCTCCACGGACAT (SEQ ID NO: 20)

Acox1 Directo CTATGGGATCAGCCAGAAAGG (SEQ ID NO: 21)
Inverso AGTCAAAGGCATCCACCAAAG (SEQ ID NO: 22)

Acc1 Directo TGTTGAGACGCTGGTTTGTAGAA (SEQ ID NO: 23)
Inverso GGTCCTTATTATTGTCCCAGACGTA (SEQ ID NO: 24)

Cebpa Directo GAGCCGAGATAAAGCCAAACA (SEQ ID NO: 25)
Inverso GCGCAGGCGGTCATTG (SEQ ID NO: 26)

G6pc Directo AGGAAGGATGGAGGAAGGAA (SEQ ID NO: 27)
Inverso TGGAACCAGATGGGAAAGAG (SEQ ID NO: 28)

indice de resistencia a la insulina

El indice de resistencia a la insulina se determind multiplicando el area bajo la curva (0 min y 15 min) tanto de glucosa
en sangre como de insulina plasmatica obtenida después de una carga de glucosa oral (2 g de glucosa por kg de peso
corporal) realizada después de 4 semanas (estudio de A. muciniphila) de tratamiento. La comida se retir6 dos horas
después del inicio del ciclo de luz diurna y los ratones se trataron después de un periodo de ayuno de 6 h como se
describio anteriormente (Everard et al. Diabetes 60, 2775-2786 (2011)).

Andlisis bioquimicos

La concentracidon de LPS en sangre de la vena porta se midié usando Endosafe-MCS (Charles River Laboratories,
Lyon, Francia) basado en la metodologia cromogénica cinética del lisado de amaebocitos de Limulus (LAL) que mide
la intensidad del color directamente relacionada con la concentracion de endotoxina en una muestra. El suero se diluyd
1/10 con tampdn libre de endotoxina para minimizar las interferencias en la reaccién (inhibicion o mejora) y se calenté
durante 15 min a 70 °C. Cada muestra se diluyé 1/70 o 1/100 con agua de reactivo LAL sin endotoxina (Charles River
Laboratories) y se traté por duplicado y se incluyeron dos puntas para cada muestra en la determinacion. Todas las
muestras han sido validadas para la recuperacion y el coeficiente de variacion. El limite inferior de deteccion fue 0.005
UE/ml. La concentracion de insulina en plasma se determiné en 25 pl de plasma usando un kit ELISA (Mercodia,
Upssala, Suecia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los niveles de IgA fecal se determinaron usando un kit ELISA (E99-103, Bethyl Laboratories, Montgomery, TX). Las
heces recién recolectadas se congelaron a -80 °C y luego se diluyeron en Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 0.14 M, albumina
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de suero bovino al 1 %, Tween 20 al 0.05 %. Se utilizé una dilucién 1/250 para medir la IgA mediante ELISA siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Aislamiento de ADN de muestras cecales de raton

El contenido cecal de los ratones recogidos post mortem se almacené a -80 °C. EI ADN metagendmico se extrajo del
contenido cecal usando un mini-kit de heces QlIAamp-DNA (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Medicion de los niveles intestinales de endocannabinoides.

Se homogeneizaron tejidos de ileon en CHCI3 (10 ml) y se afiadieron patrones deuterados. La extraccion y las curvas
de calibracién se generaron como se describié anteriormente (Muccioli et al, Mol Syst Biol, 2010, 6, 392), y los datos
se normalizaron por el peso de la muestra de tejido.

qPCR: cebadores y condiciones

Los cebadores y sondas utilizados para detectar Akkermansia muciniphila se basaron en secuencias del gen de ARNr
16S: F-Akkermansia muciniphila CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT (SEQ ID NO: 29), R-Akkermansia muciniphila
CAGCACGTGAAGGTGGGGAC (SEQ ID NO: 29), R-Akkermansia muciniphila CAGCACGTGAAGGTGGGGAC (SEQ
ID NO: 30). La deteccién se logré con el software y el sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus ™ (Applied
Biosystems, Den |j ssel, Paises Bajos) utilizando Mesa Fast qPCR™ (Eurogentec, Seraing, Bélgica) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Cada ensayo se realiz6 por duplicado en la misma serie. El umbral de ciclo de cada
muestra se comparo luego con una curva estandar (realizada por triplicado) preparada diluyendo ADN gendémico
(dilucién en serie de cinco veces) (DSMZ, Braunshweig, Alemania). Los datos se expresan como logaritmo de
bacterias/g de contenido cecal.

MITChip: cebadores y condiciones de PCR

EI ADN extraido del contenido cecal se analizé usando el chip del tracto intestinal de raton (MITChip), un microarreglo
filogenético que consta de 3580 sondas de oligonucleétidos diferentes que se dirigen a dos regiones hipervariables
del gen de ARNr 16S (regiones V1 y V6). El andlisis del MITChip se realizé como se describié anteriormente (Everard
et al. Diabetes 60, 2775-2786 (2011); Geurts et al. Front Microbiol. 2, 149 (2011)). Brevemente, el analisis de microbiota
se llevo a cabo en el nivel 2 correspondiente al nivel de género. El andlisis multivariado se realizé mediante analisis
de diferencias representativas (RDA) como se implementd en el paquete de software CANOCO 4.5 (Biometris,
Wageningen, Paises Bajos) en intensidades de sefial promedio para 99 grupos bacterianos (niveles 2). Todas las
variables ambientales se transformaron como log (1 + X). Se utiliz6 una prueba de permutacion de Monte-Carlo basada
en 999 permutaciones aleatorias para probar la significancia. Los valores de p < 0.05 se consideraron significativos.

Medicioén del colesterol plasmatico

Se analizaron muestras de plasma para determinar el colesterol midiendo el colesterol presente después de la
hidrdlisis enzimatica del colesterol éster, usando un kit comercial (DiaSys, Condom, Francia).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como medias + e.e.m. Las diferencias entre dos grupos se evaluaron mediante la prueba t de
Student de dos colas para datos no apareados. Los conjuntos de datos que incluian a mas de dos grupos se evaluaron
mediante ANOVA seguido de pruebas post hoc de Newman-Keuls. Las correlaciones se analizaron mediante la
correlacion de Pearson. Los datos con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes P < 0.05,
segun el analisis estadistico ANOVA post-hoc. Los datos se analizaron utilizando GraphPad Prism version 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos cuando P < 0.05.

Resultados

Encontramos que la abundancia de A. muciniphila era 3300 veces menor en ratones obesos deficientes en leptina
frente a sus comparieros de camada delgados (Fig. 1a). Consistentemente, encontramos una disminucién de 100
veces en ratones alimentados con alto contenido de grasa (HF) (Fig. Lc). En ambos modelos, los prebidticos restauran
completamente el recuento de A. de muciniphila (Fig. Ib, c). En ratones alimentados con HF, los prebidticos abolieron
la endotoxemia metabdlica (Fig. 1d.), Normalizaron la subpoblacién de macréfagos CD11c de tejido adiposo (Fig. 1e)
y redujeron la masa grasa (Fig. 1g y Fig. 3b). Estos resultados se correlacionaron significativa e inversamente con A.
muciniphila (Fig. 1f y Fig. 3a, c). Sin embargo, queda por demostrar si los mecanismos moleculares que subyacen a
la aparicion de estos trastornos se basan en la falta de A. muciniphila y, por el contrario, si la mejora después del
tratamiento prebidtico es el resultado de su mayor abundancia.
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Para abordar esta cuestion, se administrd por via oral A. muciniphila a ratones de control o alimentados con HF durante
cuatro semanas, aumentando asi A. muciniphila (Fig. 4a, b). Utilizando una micromatriz filogenética (MITChip)
(Everard et al. Diabetes 60, 2775-2786 (2011); Geurts et al. Front Microbiol. 2, 149 (2011)), encontramos que tanto la
dieta HF como la colonizacion de A. muciniphila afecté significativamente la compleja relacion entre las bacterias
dentro de la composicién de la microbiota intestinal, como lo muestran los analisis de componentes principales (PCA)
(Fig. 2a) y el apoyo de los cambios relativos de diferentes taxones.

Encontramos que el tratamiento con A. muciniphila normalizé la endotoxemia metabdlica inducida por la dieta, la
adiposidad y el marcador CD11c del tejido adiposo (Fig. 2b, c, e y Fig. 5a), sin ninguin cambio en la ingesta de alimentos
(Fig. 5b). Ademas, el tratamiento con A. muciniphila redujo el peso corporal y mejord la composicion corporal (es decir,
relacién masa grasa/masa magra) (Fig. 5¢c y 5d). En consecuencia, planteamos la hipotesis de que A. muciniphila
tendria un impacto en el metabolismo del tejido adiposo, y descubrimos que bajo la dieta HF, A. muciniphila aumentaba
la expresion de ARNm de marcadores de diferenciacion de adipocitos y oxidacién de lipidos sin afectar la lipogénesis
(Fig. 2f). Juntos, estos datos sugieren ademas que A. muciniphila controla el almacenamiento de grasa y el
metabolismo del tejido adiposo.

A continuacion, descubrimos que la colonizacion con A. muciniphila invirti6 completamente la hiperglucemia en ayunas
inducida por la dieta, mediante un mecanismo asociado con una reduccién del 40 % de la expresion de glucosa-6-
fosfatasa hepatica (Fig. 6a, b), lo que sugiere una reduccion de la gluconeogénesis. En particular, el indice de
resistencia a la insulina se redujo de manera similar después del tratamiento (Fig. 2d). En conjunto, estos resultados
sugieren que A. muciniphila contribuye a la regulaciéon del metabolismo del tejido adiposo y la homeostasis de la
glucosa. Una explicacién seria que A. muciniphila juega un papel clave en diferentes niveles de regulacion de la funcion
de barrera intestinal. Los datos recientes sugieren que las células intestinales también contribuyen al mantenimiento
de la barrera intestinal al secretar péptidos antimicrobianos, dando forma a las comunidades microbianas (Pott et al,
EMBO Rep (2012)).

Para aclarar aiun mas cémo la colonizacion de A. muciniphila afecta la funcién de barrera intestinal; medimos la
expresion de marcadores antibacterianos de Paneth y células epiteliales en el ileon. Encontramos que A. muciniphila
aumento la expresion de Reg3g (regeneracion de 3-gamma derivada de islotes, Regllly) bajo dieta de control, mientras
que este efecto no se observo en ratones alimentados con HF (Fig. 7a). La expresion de Pla2g2a, Defa fue similar
entre los grupos, mientras que la expresion de Lyz1 tiende a ser menor después de la administracion de bacterias
(Fig. 7b, c, d). Las IgA se secretan en el lumen intestinal y se sabe que restringen la penetracion de bacterias en la
mucosa (Vaishnava, S., et al. Science 334, 255-258 (2011)), aqui encontramos que los niveles de IgA fecal no se
vieron afectados por los tratamientos (Fig. 7e). Por lo tanto, lo que sugiere que A. muciniphila controla la funcion de
barrera intestinal mediante otros mecanismos que involucran su sefalizacion epitelial (Derrien et al. Front Microbiol 2,
166 (2011)). No podemos descartar que el sistema endocannabinoide cumpla una funcién crucial en este contexto; ya
que encontramos que el tratamiento con A. muciniphila aumenté los niveles intestinales de 2-oleoilglicerol, 2-
palmitoilglicerol y 2-araquidonoilglicerol (Fig. 2g). Es importante destacar que se ha demostrado que el 2-oleoilglicerol
estimula la liberacion del péptido 1 similar al glucagon (GLP-1) de las células L intestinales, lo que sugiere que tanto
el GLP-1 como el GLP-2 podrian mejorar la barrera intestinal y la homeostasis de la glucosa en este contexto (Hansen,
et al., J Clin Endocrinol Metab 96, E1409-1417 (2011)). Ademas, el 2-araquidonoilglicerol reduce la permeabilidad
intestinal y el 2-palmitoilglicerol (Alhouayek et al FASEB J 25, 2711-2721 (2011); Ben-Shabat, et al. Eur.J.Pharmacol.
353, 23-31 (1998)) potencia efectos antiinflamatorios del 2-araquidonoilglicerol. Por lo tanto, es probable que el
aumento de los niveles de estos tres endocannabinoides observados después de la colonizaciéon por A. muciniphila
constituya un evento molecular que vincule estas caracteristicas metabdlicas.

Evidencias recientes apoyan que las interacciones entre la microbiota intestinal y la capa de moco son sistemas
dinamicos que afectan la biologia de la barrera mucosa (Belzer et al, ISME J 6, 1449-1458 (2012); Johansson et al,
Proc Natl Acad Sci U S A 108 Suppl 1, 4659-4665 (2011)). Por lo tanto, investigamos el impacto de la colonizacion de
A. muciniphila en el espesor de la capa interna de moco. Sorprendentemente, encontramos una capa de moco un
46 % mas fina en ratones alimentados con HF (Fig. 2h), mientras que la colonizacion de A. muciniphila contrarresta
esta disminucion (Fig. 2h). Juntos, estos nuevos hallazgos apoyan la idea de que la presencia de A. muciniphila dentro
de la capa de moco es un mecanismo crucial para controlar el recambio de moco (Belzer et al, ISME J 6, 1449-1458
(2012)). A continuacioén, examinamos si A. muciniphila también afecta a la expresion de Reg3g en las células epiteliales
del colon. Sorprendentemente, la expresion de Reg3g se redujo en aproximadamente un 50 % con la dieta HF. A.
muciniphila mitigé completamente este efecto e incluso aumenté mas la expresion de Reg3g en un 400 % en
comparacion con los ratones alimentados con HF (Fig. 2i). Por lo tanto, esto vincula la colonizacion del colon, pero no
del ileon, por A. muciniphila con el mecanismo inmunitario fundamental por el cual Regllly promueve el mutualismo
huésped-bacteria y regula las relaciones espaciales entre la microbiota y el huésped (Vaishnava, S., et al. Science
334 255-258 (2011)). Es importante sefialar que en ratones libres de gérmenes, A. muciniphila induce la expresion
génica en el colon en lugar de en el ileon (Derrien et al. Front Microbiol 2, 166 (2011)).

Para demostrar aiin mas si A. muciniphila tiene que estar viva para ejercer sus efectos metabdlicos, hemos comparado
el impacto de la administracién viable de A. muciniphila (2.108 células bacterianas suspendidas en 200 ul de solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) anaerdbica estéril) a A. muciniphila muerta por calor/inactivada (autoclave, 15
minutos, 121 °C, 225 kPa). Encontramos que A. muciniphila viable y metabdlicamente activa contrarresta la
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endotoxemia metabdlica inducida por la dieta, el desarrollo de masa grasa y el metabolismo alterado del tejido adiposo
(Fig. 8A, B, Dy Fig. 9A) en un grado similar al observado en la primera serie de experimentos. Es importante destacar
que estos efectos no se observaron después de la administracion de A. muciniphila inactivada por calor (Fig. 8A, B, D
y Fig. 9A). Ademas, encontramos que A. muciniphila metabdlicamente activa redujo significativamente los niveles de
glucosa en plasma después de una prueba de tolerancia a la glucosa oral (Fig. 8C), mientras que A. muciniphila
inactivada por calor exhibié intolerancia a la glucosa similar a la de los ratones alimentados con HF (Fig. 8C).
Finalmente, confirmamos que A. muciniphila metabdlicamente activa restauré el espesor de la capa de moco con la
dieta HF mientras que encontramos que A. muciniphila inactivada por calor no mejoré el espesor de la capa de moco
en comparaciéon con HF (Fig. 8E y F). Vale la pena sefialar que encontramos 100 veces mas A. muciniphila
metabdlicamente activa recuperada del contenido cecal y colénico de ratones tratados con A. muciniphila en
comparacion con el grupo de bacterias HF e inactivadas por calor (HF-Akk: 9.5 +/- 1.02 Log1o células/mg de contenido,
HF y HF-K-Akk: 6.8 +/- 0.51 Logi célulasimg de contenido, P =0.0059), evidenciando asi la viabilidad de A.
muciniphila tras la administracién oral.

Por tanto, estos resultados confirman que la obesidad inducida por la dieta HF esta asociada con cambios en la
composicion de la microbiota intestinal, sin embargo, los péptidos antimicrobianos en el ileon no se vieron afectados
por los tratamientos. Por el contrario, la expresién de Reg3g en las células epiteliales del colon se redujo
significativamente en aproximadamente un 50 % en ratones tratados con HF y A. muciniphila inactivados por calor,
mientras que el tratamiento con A. muciniphila metabodlicamente activa mitigé completamente este efecto y aumento
la expresion de Reg3g con la dieta HF (Fig. 9B).

Entonces queriamos probar si la administracion de A. muciniphila seguia siendo eficaz durante un tratamiento
prolongado con una dieta alta en grasas (8 semanas) y si la administracion de A. muciniphila 3 veces por semana (en
lugar de diariamente) era suficiente para proteger contra obesidad inducida por la dieta. Las preparaciones, asi como
las dosis de A. muciniphila fueron similares a las presentadas en el protocolo utilizando una sonda oral diaria o A.
muciniphila inactivada metabdlicamente.

Encontramos que el tratamiento con A. muciniphila reduce la ganancia de peso corporal (Fig. 10A) en
aproximadamente un 30 %, aunque los ratones ingirieron una dieta alta en grasas sin pérdida de grasa en las heces
y cambios en el comportamiento de ingesta de alimentos. Esto también se asocié con una reduccién de
aproximadamente el 45 % del peso del tejido adiposo (tejido adiposo subcutaneo) (Figura 10B) y una disminucion del
35 % en los depositos de grasa visceral (mesentérico y epididimario) (Figura 10C). Por tanto, este conjunto de datos
respalda el hecho de que la administracion de A. muciniphila sigue siendo eficaz durante un tratamiento prolongado y
el tratamiento sigue siendo eficaz si A. muciniphila se administra 3 veces por semana en lugar de diariamente.

Para confirmar que estos resultados eran especificos de A. muciniphila, luego tratamos ratones alimentados con HF
con un probiético (es decir, Lactobacillus plantarum WCFS1). Encontramos que la administracion de L. plantarum no
modifico el desarrollo de la masa grasa, el metabolismo del tejido adiposo, el grosor de la capa mucosa, el ARNm de
Reg3g del colon y la endotoxemia metabdlica (Fig. 12A-E).

Se sabe que la hipercolesterolemia es un factor clave implicado en las enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto,
probamos el efecto de la administracion de A. muciniphila sobre el colesterol plasmatico de ratones alimentados con
una dieta rica en grasas. Como se muestra en la Figura 11, el tratamiento con A. muciniphila reduce significativamente
(alrededor del 15 %) el colesterol plasmatico, contribuyendo asi con LPS y los otros parametros metabdlicos a un perfil
de riesgo cardio-metabdlico mejorado.

En resumen, nuestros hallazgos no solo proporcionan informacion sustancial sobre los intrincados mecanismos
mediante los cuales A. muciniphila regula la diafonia entre el huésped y la microbiota intestinal, sino que también
proporcionan una justificacion para considerar el desarrollo de un tratamiento que utilice este moco humano.
colonizador para la prevencion o el tratamiento de la obesidad y trastornos metabdlicos asociados como, por ejemplo,
hipercolesterolemia.

Lista de secuencias
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<120> USO DE AKKERMANSIA PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS METABOLICOS

<130> CV - 226/PCT/2

<160> 30

<170> BiSSAP 1.2

<210>1
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador RPL-19 Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”

<400> 1
gaaggtcaaa gggaatgtgt tca 23

<210> 2

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..16

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador RPL-19 Inverso” /organismo=“Secuencia Atrtificial”’

<400> 2
cctgttgctc acttgt 16

<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Reg3g Directo” /organismo="Secuencia Artificial”
<400> 3

ttcctgtect ccatgatcaa a 21

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Reg3g Directo” /organismo="Secuencia Artificial

<400> 4
catccacctc tgttgggttc 20

<210> 5

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Lyz1 Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 5
gccaaggtct acaatcgttg tgagttg 27

<210> 6

<211> 23
<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Lyz1 Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 6
cagtcagcca gcttgacacc acg 23

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Pla2g2a Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”
<400> 7

aggattccece caaggatgcec ac 22

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota="Cebador Pla2g2a Directo” /organismo="Secuencia Artificial

<400> 8
cagccgtttc tgacaggagt tctgg 25

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador CD11cc Directo” /organismo=“Secuencia Atrtificial”

<400> 9
acgtcagtac aaggagatgt tgga 24

<210> 10

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador CD11cc Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”

<400> 10
atcctattgc agaatgcttc tttacc 26

<210> 11

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Defa Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 11
ggtgatcatc agaccccagc atcagt 26

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Defa Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 12
aagagactaa aactgaggag cagc 24

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Fasn Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 13
ttccaagacg aaaatgatgc 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Fasn Directo” /organismo="“Secuencia Artificial”

<400> 14
aattgtggga tcaggagagc 20

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1.24

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Cpt1a Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”’
<400> 15

agaccgtgag gaactcaaac ctat 24

<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<221> fuente

<222>1.18

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Cpt1a Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”’

<400> 16
tgaagagtcg ctcccact 18

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Pgc1a Directo” /organismo="Secuencia Artificial

<400> 17
agccgtgacc actgacaacg ag 22

<210> 18

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Pgc1a Directo” /organismo="Secuencia Artificial

<400> 18
gctgcatggt tctgagtgct aag 23

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..19

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Ppara Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”’

<400> 19 caacggcgtc gaagacaaa 19

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..19

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Ppara Directo” /organismo=“Secuencia Artificial”

<400> 20
tgacggtctc cacggacat 19

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> fuente
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<222>1.21
<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador AcoxI Directo” /organismo="Secuencia Artificial

»

<400> 21
ctatgggatc agccagaaag g 21

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador AcoxI Directo” /organismo="Secuencia Artificial

”

<400> 22
agtcaaaggc atccaccaaa g 21

<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Acc1 Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 23
tgttgagacg ctggtttgta gaa 23

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Acc1 Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 24
ggtccttatt attgtcccag acgta 25

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Cebpa Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 25
gagccgagat aaagccaaac a 21

<210> 26

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente
<222>1..16
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<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador Cebpa Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 26
gcgcaggcegg tecattg 16

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota="Cebador G6pc Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 27
aggaaggatg gaggaaggaa 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota="Cebador G6pc Directo” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 28
tggaaccaga tgggaaagag 20

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota=“Cebador F-Akkermansia muciniphila” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 29
ccttgeggtt ggcttcagat 20

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN no asignado” /nota="Cebador R-Akkermansia muciniphila” /organismo="Secuencia Artificial”

<400> 30
cagcacgtga aggtggggac 20

27
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REIVINDICACIONES

1. Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso en el tratamiento de un trastorno metabdlico
seleccionado del grupo que comprende obesidad, trastornos relacionados con la deficiencia de insulina o resistencia
a la insulina, diabetes mellitus, preferiblemente diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa, metabolismo anormal de
lipidos, hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos inflamatorios e inmunitarios relacionados con la
obesidad, sindrome metabdlico y dislipidemia aterogénica.

2. Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las
células viables de Akkermansia muciniphila deben administrarse al sujeto que lo necesite.

3. Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, en el que Akkermansia muciniphila se administra por via oral.

4. Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que una cantidad de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10* a
aproximadamente 1.10'2 ufc, mas preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10"" ufc, e incluso
mas preferiblemente, se administraran al sujeto de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc.

5. Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en el que Akkermansia muciniphila debe administrarse al menos tres veces por semana.

6. Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en el que Akkermansia muciniphila se va a coadministrar con otra cepa probiética y/o con uno
0 mas prebidticos.

7. Una composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno metabdlico que comprende Akkermansia muciniphila
o fragmentos de la misma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en asociacion con un excipiente,
en el que dicho trastorno metabdlico se selecciona del grupo que comprende obesidad, deficiencia de insulina o
insulina trastornos relacionados con la resistencia, diabetes mellitus, preferiblemente diabetes tipo 2, intolerancia a la
glucosa, metabolismo lipidico anormal, hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos inflamatorios e
inmunitarios relacionados con la obesidad, sindrome metabdlico y dislipidemia aterogénica.

8. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en la que dicha composicién es una composicion
nutricional.

9. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en la que dicha composicion debe administrarse
por via oral.

10. Una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de un trastorno metabdlico que comprende
Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en
asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que dicho trastorno metabdlico se selecciona del grupo
que comprende obesidad, deficiencia de insulina o trastornos relacionados con la resistencia a la insulina, diabetes
mellitus, preferiblemente diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa, metabolismo lipidico anormal, hiperglucemia,
dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos inflamatorios e inmunitarios relacionados con la obesidad, sindrome
metabdlico y dislipidemia aterogénica.

11. Un medicamento para usar en el tratamiento de un trastorno metabdlico que comprende Akkermansia muciniphila
o fragmentos de la misma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho trastorno
metabodlico se selecciona del grupo que comprende obesidad, deficiencia de insulina o trastornos relacionados con la
resistencia a la insulina, Diabetes Mellitus, preferiblemente diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa, metabolismo
lipidico anormal, hiperglucemia, dislipidemia, hipercolesterolemia, trastornos inflamatorios e inmunitarios relacionados
con la obesidad, sindrome metabdlico y dislipidemia aterogénica.

12. Uso no terapéutico de Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma para promover la pérdida de peso en
un sujeto que lo necesite.

13. Uso no terapéutico de una composicion cosmética que comprende Akkermansia muciniphila o fragmentos de la
misma para promover la pérdida de peso en un sujeto que lo necesite.

14. El uso y la composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7a9y 12 a 13, en el
que Akkermansia muciniphila o fragmentos de la misma se encuentra en forma de aditivo alimentario, aditivo de
bebida, suplemento dietético, producto nutricional, alimento médico o composicién nutracéutica.

15. El uso y la composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que las
células viables de Akkermansia muciniphila deben administrarse al sujeto que lo necesite.
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16. El uso y la composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en los que
Akkermansia muciniphila se administra por via oral.

17. El uso y la composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en el que una
cantidad de Akkermansia muciniphila varia de aproximadamente 1.10* a aproximadamente 1.10'?> ufc, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.10° a aproximadamente 1.10"" ufc, e incluso mas preferiblemente se
administraran al sujeto de aproximadamente 1.108 a aproximadamente 1.10'° ufc.

18. El uso y la composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en los que
Akkermansia muciniphila debe administrarse al menos tres veces por semana.

19. El uso y la composicion para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en donde
Akkermansia muciniphila se va a coadministrar con otra cepa probiética y/o con h uno o mas prebidticos.

20. El uso y composicién de uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el prebidtico es inulina y fructanos de
tipo inulina, oligofructosa, xilosa, arabinosa, arabinoxilano, ribosa, galactosa, ramnosa, celobiosa, fructosa, lactosa,
salicina, sacarosa, glucosa, esculina, tween 80, trehalosa, maltosa, manosa, melibiosa, moco o mucinas, rafinosa,
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, aminoacidos, alcoholes y cualquier combinacién de los mismos, y
preferiblemente inulina, fructanos de tipo inulina u oligofructosa.

21. Uso y composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20, para reducir la masa
grasa.
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