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DESCRIPCION
Diagnéstico, prediccion y tratamiento de la obesidad recidivante basados en el microbioma
Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion, en algunas de sus realizaciones, se refiere a métodos basados en el microbioma de
mantenimiento de un peso corporal objetivo y al analisis de la probabilidad de recuperacion de peso después de una
dieta.

El siglo pasado ha atestiguado un alarmante aumento en la prevalencia de la obesidad, con mas del 44%
actualmente estimado de la poblacién adulta mundial a tener sobrepeso, y mas de 300 millones de adultos que
padecen obesidad mérbida. Ademas de sus proporciones epidémicas, la obesidad se considera un factor de riesgo
importante para una serie de enfermedades estrechamente relacionadas, incluida la diabetes mellitus tipo Il que
afecta a cerca de 500 millones de personas en todo el mundo, la enfermedad del higado graso no alcohdlico que
aparece como la enfermedad hepatica mas comun en el mundo desarrollado, y la enfermedad cardiovascular
isquémica considerada la principal causa de mortalidad general. En conjunto, la obesidad global endémica tiene
consecuencias de largo alcance en la esperanza de vida, la calidad de vida y los costes de la atencién médica.

A pesar de un esfuerzo médico y cientifico mundial continuo, ninguna intervencion médica hasta la fecha ha
demostrado tener efectos duraderos para revertir la epidemia de obesidad. Se ha reivindicado que una gran cantidad
de enfoques dietéticos inducen eficazmente efectos significativos de reduccion de peso, sin embargo, la gran
mayoria de estos han demostrado no ser eficaces durante un periodo prolongado de tiempo o incompatibles con la
observancia del tratamiento a largo plazo. Ademas, en mas del 80% de los casos en los que la pérdida de peso se
logré inicialmente, el peso reducido no se mantiene, y en su lugar fue seguido de aumento de peso recidivante y
complicaciones metabdlicas recidivantes dentro de los 12 meses posteriores a la reduccién de peso inicial que
excedieron los trastornos metabdlicos previos a la dieta. El aumento de peso posterior a la dieta no esta impulsado
genéticamente, como se ejemplifica en un estudio de gemelos a gran escala que demuestra una tendencia
significativa al aumento de peso en gemelos (algunos monocigoéticos) que hacen dieta en comparacion con sus
hermanos que no hacen dieta. Este riesgo aumenté atiin mas con cada ciclo de aumento de peso-dieta. El aumento
exagerado de peso después de la dieta fue independiente del peso inicial, como lo sefialé un estudio que demuestra
que los adolescentes que no hacen dieta presentan la mitad del riesgo de desarrollar obesidad en comparacion con
los adolescentes que hacen dieta con un peso inicial indistinguible. Del mismo modo, se sugirié que la recaida de la
obesidad es independiente del ejercicio, ya que el ciclo de pérdida-recuperacion de peso predijo un aumento de
peso posterior incluso en un grupo de 1.800 atletas muy activos. Por lo tanto, los mecanismos subyacentes al
fendmeno de obesidad inducida por el ciclo de pérdida-recuperacion de peso, generalmente conocido como el
‘efecto yo-yo', siguen siendo en su mayoria desconocidos.

Un factor emergente y anteriormente inapreciable que afecta la homeostasis metabdlica humana y el riesgo de
obesidad y sus complicaciones metabdlicas es el microbioma intestinal. Se ha demostrado que las alteraciones de
composicion y funcionales del microbioma, denominadas disbiosis, tanto en modelos animales como humanos,
impulsan la tendencia a la obesidad y sus complicaciones (7, 8). Ademas, se ha demostrado que los cambios en la
dieta son un impulsor principal de la composicién y funciéon del microbioma, con alteraciones en la dieta que
impactan significativamente el microbioma pocos dias después del inicio (9, 10).

Compendio de la invencion
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

Segun un aspecto de algunas realizaciones, se proporciona un método de analisis de la probabilidad de
recuperacion de peso en un sujeto que ha alcanzado un peso objetivo poniendo en practica un programa de pérdida
de peso, comprendiendo el método la determinacién de una cantidad o presencia de al menos una microbio y/o
producto del mismo en el microbioma intestinal del sujeto, en donde la cantidad de al menos un microbio se altera
durante un periodo previo de aumento de peso del sujeto para alcanzar una cantidad representativo de un sujeto
obeso y ademas en donde la cantidad de al menos un microbio se mantiene al nivel que sigue al programa de
pérdida de peso, en donde la cantidad o presencia de al menos un microbio o producto del mismo pronostica la
recuperacion de peso.

Segun un aspecto de algunas realizaciones, se proporciona un método para reducir el riesgo de aumento de peso
en un sujeto que ha alcanzado un peso objetivo practicando un programa de pérdida de peso que comprende:

(a) determinar una cantidad o presencia de al menos un microbio y/o producto del mismo en un microbioma
intestinal del sujeto, en donde la cantidad del al menos un microbio se altera durante un periodo de aumento de
peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad representativo de un sujeto obeso y ademas en donde la
cantidad de al menos un microbio se mantiene al nivel que sigue al programa de pérdida de peso; y
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(b) administrar al sujeto que ha alcanzado el peso deseado una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente
que regula por incremento al menos un microbio o producto del mismo que esta regulado por disminucién durante
el periodo de aumento de peso previo o administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
que regula por disminucién un microbio o producto del mismo que esta regulado por incremento durante el periodo
de aumento de peso previo, reduciendo asi el riesgo de aumento de peso en el sujeto.

Segun un aspecto de algunas realizaciones, se proporciona un método de seguimiento de la eficacia de un
adyuvante de la dieta en un sujeto:

(a) que trata al sujeto con un adyuvante dietético; y

(b) que analiza la presencia o la cantidad de al menos un microbio y/o producto del mismo, en donde se altera una
cantidad de al menos un microbio o producto del mismo durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto
para alcanzar una cantidad representativo de un sujeto obeso y ademas en donde la cantidad de al menos un
microbio se mantiene al nivel que sigue al programa de pérdida de peso;

en donde la cantidad o la presencia del al menos un microbio o producto del mismo es indicativo de la eficacia de un
adyuvante para la dieta.

Segun un aspecto de algunas realizaciones, se proporciona un método para reducir el riesgo de aumento de peso
en un sujeto que ha alcanzado un peso objetivo poniendo en practica un programa de pérdida de peso,
comprendiendo el método administrar al sujeto un agente que altera el microbioma intestinal del sujeto para que la
caracteristica del microbioma intestinal se vuelva mas similar a la caracteristica de un microbioma intestinal de un
sujeto no obeso que no se haya sometido a un programa de pérdida de peso, reduciendo asi el aumento de peso en
el sujeto.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, al menos un microbio esta diferencialmente
presente en el microbioma intestinal del sujeto en comparacion con en el microbioma intestinal de una referencia no
obesa que no ha sido objeto de un programa de pérdida de peso.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el producto de la misma es un metabolito.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, la caracteristica del microbioma intestinal
comprende una diversidad de microbios.

Segun ofras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el agente es un trasplante fecal de un sujeto
sano que no ha sido objeto de un programa de pérdida de peso.

Segun ofras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el sujeto que ha alcanzado el peso objetivo ha
terminado el programa de pérdida de peso.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, la caracteristica del microbioma intestinal es
una caracteristica del metabolito.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, la caracteristica del microbioma intestinal es
una caracteristica bacteriana.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el agente regula por disminucién al menos un
metabolito seleccionado del grupo que consiste en ursodesoxicolato, glicocolato, fenilacetato y heptanoato.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el agente es un flavonoide.
Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el flavonoide es apigenina y/o naringenina.
Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el agente es un probiotico.

Segun ofras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el probiético es una poblacion bacteriana
relacionada con la sintesis de nitrato o la biosintesis de heptosa.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el agente es un antibiético.

Segun ofras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el agente antibiético disminuye una cantidad
y/o actividad de la clase Mollicutes o del orden Bacteroidales.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el método comprende ademas el analisis de la
caracteristica del microbioma intestinal del sujeto antes de la administracion.
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Segun ofras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, el analisis se efectia en una muestra fecal del
sujeto.

Segun otras caracteristicas en las realizaciones preferidas descritas, al menos un microbio se expone en la FIG. 4F.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y/o cientificos empleados en la presente
memoria tienen el mismo significado que el entendido generalmente por cualquier experto en la técnica a la que
pertenece la descripcion. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria en la practica o prueba de realizaciones de la descripcion, a continuacion se describen ejemplos
de métodos y/o materiales. En caso de conflicto, prevalecera la especificacion de la patente, incluidas las
definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser necesariamente
restrictivos.

Breve descripcion de varias vistas de los dibujos

En la presente memoria se describen algunas realizaciones de la descripcion, solamente a modo de ejemplo, con
referencia a los dibujos adjuntos. Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se hace hincapié que los
detalles mostrados son a modo de ejemplo y para exposicion ilustrativa de realizaciones de la descripcion.

A este respecto, la descripcion tomada con los dibujos demuestra a los expertos en la materia como se pueden
poner en practica las realizaciones de la descripcion.

En los dibujos:

Las FIG. 1A-L ilustran la mejora de aumento de peso recidivante después del tratamiento de la obesidad. A, B,
esquema de la configuracion experimental (A) y pesos (B) de ratones sometidos a ciclos de pérdida-recuperacion de
peso y referencias. C-J, contenido de grasa corporal (C), exploraciones por MRI coronal (arriba) y axial (abajo) (D),
concentraciones de glucosa después de GTT (E), cuantificacion de la concentracion de glucosa (F) y
concentraciones séricas de leptina (G), colesterol total (H), LDL (I) y HDL (J) de ratones en el ciclo de pérdida-
recuperacion de peso durante el segundo ciclo de obesidad y referencias. K, L, ciclos de pérdida-recuperacion de
peso en ratones tratados con celastrol para perder peso (K), y ratones tratados con antagonista de leptina para
inducir aumento de peso (l). Las barras de colores debajo de las curvas de peso representan la duraciéon de los
tratamientos indicados. Los resultados en B-J son representativos de mas de 5 experimentos independientes; los
resultados en K-L son de un experimento. * p < 0,05, n. s. no significativo.

Las FIG. 2A-L ilustran las alteraciones persistentes del microbioma después de la pérdida de peso. A-D, contenido
de grasa corporal (A), concentraciones de glucosa después de GTT (B), la cuantificacion del contenido de glucosa
(C) y concentraciones de insulina (D) en ratones tras la dieta después de volver al peso normal en comparacion con
las referencias. E-F, Beta-diversidad (E) y alfa-diversidad (F) de la composiciéon de microbiota a lo largo del tiempo
en ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso y referencias. G, ejemplo de taxones bacterianos cuya
abundancia no se recupera después de la dieta. H, I, mapas de calor de OTU determinados por secuenciacién 16S
(H), y genes bacterianos determinados por secuenciacion metagendmica (I) en el transcurso del aumento de peso y
posterior dieta. J, Analisis de componentes principales de la metagendémica bacteriana a lo largo del tiempo en
ratones y referencias en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso. K-J, ejemplos de funciones KEGG cuya
abundancia no se recupera después de la dieta. Los resultados son representativos de mas de 5 (A-H) o 2 (I-J)
experimentos independientes. ** p < 0,01, *** p < 0,001, n. s. no significativo.

Las FIG. 3A-L ilustran que las alteraciones del microbioma después de la pérdida de peso llevan a un aumento de
peso recidivante exagerado. A, esquema de la intervencion antibiética durante el ciclo de pérdida-recuperacion de
peso. B, C, Beta-diversidad de la microbiota fecal (B) y curva de peso (C) a lo largo del tiempo en ratones en el ciclo
de pérdida-recuperacion de peso sometidos a tratamiento con antibioticos. Las barras de colores debajo de la curva
de peso representan la duracion de los tratamientos indicados. D-F, contenido de grasa corporal (D),
concentraciones de glucosa después de GFF (E), y cuantificacion de la concentracion de glucosa (F) de ratones en
el ciclo de pérdida-recuperacion de peso con o sin tratamiento con antibiéticos durante el segundo ciclo de obesidad.
G, esquema del trasplante fecal a ratones sin gérmenes después de la dieta. H, PCoA de microbiota fecal en ratones
receptores de FMT una semana después del trasplante fecal. |, curva de peso de ratones receptores de FMT
después del trasplante fecal con o sin HFD. J, concentraciones de glucosa después de GTT en receptores de FMT
una semana después del trasplante fecal. K, curva de peso de ratones a los que se le hizo seguimiento para el
equilibrio de microbiota después de la dieta antes de inducir obesidad secundaria. L, disimilitud microbiana a lo largo
del tiempo de los ratones de ciclo de peso y los ratones con HFD continua en comparacion con referencias NC. Los
resultados en B-J son representativos de 3 experimentos independientes; los resultados en K-L son de un
experimento. *p < 0,05, n.s. no significativo.

Las FIG. 4A-F ilustran una prediccion precisa de la recuperacion de peso tras la dieta mediante las caracteristicas de
la microbiota. A, esquema del conjunto de datos 16S de ratones de idéntico peso y fenotipo metabdlico, pero con
diferentes antecedentes de obesidad, para la prediccién del aumento de peso tras la alimentacion con HFD. B,
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Predicciéon de obesidad previa basada en datos de 16S. C, D, correlacién del aumento de peso previsto frente al
medido tras la alimentacion de HFD basada Unicamente en datos 16S (C) o en una combinacion de datos 16S e
informacion deducida sobre obesidad previa. E, Lista clasificada de OTU que contribuyen a la produccion de peso
basada en algoritmos. F, Lista de las 10 OTU mas importantes de (E).

Las FIG. 5A-F ilustran que la modulacién del microbioma mejora el aumento de peso después de la dieta. A,
Esquema de los experimentos de trasplante fecal. B, Curva de peso de los ciclos de pérdida-recuperacion de peso
experimentados, con trasplantes fecales de ratones no obesos o en el ciclo. C, Contenido de grasa corporal de
ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso, con trasplantes fecales de ratones no obesos o en el ciclo,
durante el segundo ciclo de obesidad. D, Esquema de puntos temporales para el analisis metabolémico. E,
Abundancias relativas de metabolitos entre los ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso y los ratones en
HFD continua antes y después de la dieta. Las lineas discontinuas indican cambios persistentes de metabolitos
enriquecidos o agotados que no se recuperan con la dieta. F, Curva de peso de ratones de ciclo de peso que
reciben complementos de apigenina y naringenina. Las barras de colores debajo de las curvas de peso representan
la duraciéon de los tratamientos indicados. Todos los resultados son representativos de 2 experimentos
independientes. *p < 0,05

Las FIG. 6A-B ilustran el aumento de peso recidivante mejorado después del tratamiento de la obesidad. A. Gasto
energético durante 48 horas B. Aumento de peso recidivante en ratones sometidos a tres ciclos de dieta. Las barras
de colores debajo de las curvas de peso representan la duracion de los tratamientos indicados. N = 10 por grupo (e,
n = 4). Los experimentos se repitieron por lo menos dos veces. Se muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p <
0,01 por ANOVA.

Las FIG. 7A-l ilustran las alteraciones persistentes del microbioma después de la pérdida de peso. A, Esquema de
tiempos de muestreo para analisis de microbiota. B-F, analisis de coordenadas principales (PCoA) de distancias
UniFrac no ponderadas de composicion de microbiota en los puntos de tiempo indicados. |. Mapa de calor OTU de
ratones y referencias de ciclo de peso antes (semana 0), durante (semana 4) y después de la obesidad (semana 7).
H, I, Analisis de componentes principales (PCA) (H) y mapa de calor (l) de las rutas bacterianas KEGG en ratones
en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso y referencias. N como se indica (H, n = 10). Los experimentos se
repitieron por lo menos dos veces. Se muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p <,0,01, **** p < 0,0001 por
ANOVA.

Las FIG. 8A-B ilustran alteraciones del microbioma tras la dieta que llevan al empeoramiento de la recuperacion del
peso. A, Curva de peso de ratones controlados para el equilibrio de microbiota después de hacer dieta antes de la
induccion de obesidad secundaria. B, Disimilitud microbiana en el tiempo entre ratones cycHFD y HFD en
comparacion con las referencias NC. Se muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, n. s. no
significativo por ANOVA.

FIG. 9A-K. La modulacién del microbioma mejora la recuperacion de peso después de la dieta. A-E, Esquema (A),
curva de peso (B), cuantificacion de la cantidad de glucosa después de GTT (C), contenido de grasa corporal (D) y
exploraciones de resonancia magnética representativos durante la recuperacion de peso de ratones en el ciclo de
pérdida-recuperacion de peso sometidos a trasplante de microbiota fecal (FMT) (E). F, G Abundancias relativas (F) y
mapa de calor (G) de metabolitos intestinales antes, durante y después de la obesidad. H-K, Abundancias
intestinales normalizadas de apigenina y naringenina antes, durante y después de la obesidad, asi como 15
semanas después de una dieta satisfactoria (H, I), en ratones tratados con antibidticos (Abx), sin gérmenes (GF) y
de referencia (J), y en ratones tratados con antibidticos durante la pérdida de peso. N = 5. Los experimentos se
repitieron por lo menos dos veces. Se muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01 por ANOVA o prueba de la
U de Mann-Whitney (K).

FIG. 10A-N. La modulaciéon de metabolitos mejora la recuperacion de peso después de la dieta. A-F, Esquema (A),
curva de peso (B), exploraciones MRI representativas (C), registro representativo del gasto de energia (D) y
cuantificaciones durante la fase oscura (E) y la fase con luz (F) de ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de
peso con o sin complementos de apigenina y naringenina (A/N) durante la recuperacion de peso. G, Registro del
gasto energético durante la recuperacion de peso de los ratones que realizan ciclo con o sin tratamiento con
antibioticos antes de recuperar el peso. H-M, transcrito UCP-1 de tejido adiposo pardo (BAT) (H-K) o
concentraciones de proteina (L, M) en ratones en HFD o NC que reciben A/N o vehiculo mediante sonda diaria
durante 2 semanas (H), en ratones en el ciclo de pérdida-recuperaciéon de peso con o sin tratamiento con A/N
durante la recuperacion de peso (l) en explantes de BAT cultivados con A/N durante 24 horas, y en ratones durante
la recuperacion de peso después del tratamiento con antibidticos durante la pérdida de peso. N, Modelo de
interacciones dieta-microbiota-gasto energético durante la dieta y la recuperacion de peso. N = 5. Los experimentos
se repitieron por lo menos dos veces. Se muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 por
ANOVA y Prueba de la U de Mann Whitney (I, K, M).

FIG. 11A-Q. Mediciones metabdlicas durante la recuperacion de peso. A, Esquema que indica el punto de tiempo de
las mediciones metabdlicas. B, Cuantificacion de la recuperacion de peso por pendiente de aumento de peso. C,
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aumento de peso neto inducido durante 8 semanas de HFD en ratones en ciclos de pérdida-recuperacion de peso y
referencias continuos de HFD. D, E, Exploraciones por MRI coronal (arriba) y axial (abajo) (D), y cuantificacion del
contenido de grasa corporal (D). F, G, concentraciones séricas de leptina (F) y HDL (G) durante la segunda
exposicion a HFD de ratones sometidos a ciclos de pérdida-recuperacion de peso y referencias. H, I, Cuantificacion
del gasto energético de la fase oscura (H) y de la fase con luz (I) tras la recuperacion de peso de los ratones en el
ciclo de pérdida-recuperacion de peso. I-Q, registros representativos (J, M, P, Q) y cuantificaciones (K, L, N, O) del
consumo de O (J-L) consumo de CO; (M-O), actividad fisica (P) e ingesta de alimentos (Q) tras la recuperacion de
peso de los ratones en el ciclo de pérdida-recuperacién de peso. Los experimentos se repitieron dos veces. Se
muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, n. s. no significativo por ANOVA o prueba de la U de Mann
Whitney (B, C)

FIG. 12A-Q. A, B, El efecto del celastrol sobre la pérdida de peso en ratones alimentados continuamente con un
HFD (A) y ratones con dietas alternativas (B). C-F, curva de peso (C), cuantificacion de recuperacion de peso por
AUC (D), pendiente de recuperacion de peso (E) y aumento neto de peso en HFD (F) por ratones en el ciclo de
pérdida-recuperacion de peso tratados con celastrol para perder peso y referencias. G, H, Cuantificacion de
recuperacion de peso por AUC (G), pendiente de recuperacion de peso (H) de ratones en el ciclo de pérdida-
recuperacion de peso y referencias tratados con antagonista de leptina. I-K, pendiente de aumento de peso (I),
contenido de grasa corporal (J) y concentraciones de colesterol en el suero (K) de ratones en ciclos de pérdida-
recuperacion de peso que experimentan un tercer ciclo de peso y referencias. L, Esquema del punto de tiempo
analizado en N-Q. M, aumento de peso durante 4 semanas de HFD. N-Q, concentraciones de colesterol en suero
(N), concentraciones de glucosa después de GTT (O), cuantificacion dla cantidad de glucosa (P), y cuantificacion del
contenido de grasa corporal (Q) en ratones de ciclo de peso durante la obesidad inicial y referencias. Los
experimentos se repitieron al menos dos veces. Se muestran las medias + SEM. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001,
**** p <0,0001 por ANOVA.

FIG. 13A-L. Recuperacion de parametros metabdlicos después de la dieta. A, Esquema del punto de tiempo 'nadir'
analizado. B-F Contenido de grasa corporal (B), concentraciones de colesterol en suero (C), concentraciones de
glucosa después de GTT (D), cuantificacion del contenido de glucosa (E), y concentraciones de insulina en el suero
(F) en ratones en ciclos de pérdida-recuperacion de peso tras volver al peso normal. G-L, Registros representativos
(G, J) y cuantificaciones (H, I, K, L) del consumo de O, y CO- por ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de
peso al volver al peso normal y referencias. Los experimentos se repitieron dos veces. Se muestran las medias +
SEM. n. s. no significativo por ANOVA.

FIG. 14A-L. Mediciones metabdlicas después de la dieta. Registros representativas (A, D, G, J), cuantificaciones de
fase oscura (B, E, H, K) y cuantificaciones de fase con luz (C, F, I, L) del gasto de energia (A-C), actividad fisica (D-
F), ingesta de alimentos (G-l) y consumo de agua (J-L) de los ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso
durante la recuperacion de peso y las referencias. Los experimentos se repitieron dos veces. Se muestran las
medias + SEM. n. s. no significativo por ANOVA.

FIG. 15A-M. Cambios persistentes en el microbioma después de la dieta. A, Cuantificacion de distancias UniFrac de
ratones en el ciclo de pérdida-recuperacién de peso desde el control de NC en los puntos de tiempo indicados. Los
graficos corresponden a los analisis de PCoA en las FIG. 7B-F. Analisis de B-D, PCoA y cuantificacion de distancia
(recuadros) de secuenciacion 16S de ratones dirigida a V3/V4 antes (B), durante (C) y después (D) de obesidad
inducida por la dieta y posterior pérdida de peso. E-I, ejemplos de las OTU cuya abundancia se recupera (E, F) o no
(G-1) después de la dieta. J-M, analisis de PCoA (J, K), distancia UniFrac (L) y diversidad alfa (M) en el punto de
tiempo 'nadir' de los ratones tras la dieta que habian recibido celastrol para acelerar la pérdida de peso. Los
experimentos se repitieron dos veces. Se muestran las medias + SEM. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p
<0,0001 por ANOVA.

FIG. 16A-J. Persistentes cambios metagenémicos después de la dieta. A, mapa de calor de la abundancia de genes
normalizados en la microbiota de ratones antes (0 semanas), durante (4 semanas) y después de la obesidad (7
semanas). B, C, Ejemplos de genes cuya abundancia no se recupera después de la dieta. D, PCA de mddulos
KEGG bacterianos a lo largo del tiempo en ratones y referencias en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso. E-J,
ejemplos de rutas KEGG cuya abundancia se reduce reversiblemente (E, F), aumenta reversiblemente (G, H) o
disminuye persistentemente (I, J) durante la obesidad y las dietas. Los datos son de un experimento. Se muestran
las medias £ SEM. * p < 0,05, ** p <0,01 por ANOVA.

FIG. 17A-L. La microbiota tras la dieta conduce a obesidad recidivante. A, B, PCoA (A) y diversidad alfa (B) de
microbiota fecal después de la dieta (punto de tiempo 'nadir' en la semana 8) de ratones con o sin tratamiento con
antibiéticos durante la pérdida de peso. C, Aumento de peso neto inducido por 8 semanas de HFD en ratones en
ciclos de pérdida-recuperacion de peso o control continuo de HFD con o sin tratamiento con antibiéticos entre las
semanas 4 y 8. D, E, concentraciones de glucosa después de GTT oral (D) y cuantificacion de la concentracion de
glucosa después de GTT (E) durante el aumento de peso secundario (semana 12) en ratones con o sin tratamiento
con antibidticos durante la pérdida de peso. F-H, PCoA de microbiota fecal de ratones anteriormente obesos y
referencias en el momento de la normalizacion del peso inducida por la dieta (F), 15 semanas después de la
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normalizacion del peso (G) y 21 semanas después de la normalizacion del peso (H). I-K, Analisis de correlacion (1) y
ejemplos (J, K) de taxones microbianos sometidos a normalizacién gradual en abundancia durante un periodo de 21
semanas después de la normalizacién del peso. L, cuantificacion del aumento de peso secundario después de la
normalizacion de la microbiota. Los experimentos se repitieron dos veces. Se muestran las medias £+ SEM. * p <
0,05, ** p < 0,01, n. s. no significativo por ANOVA.

FIG. 18A-0O. Transferencia, prediccion y tratamiento de recuperacion de peso por las caracteristicas del microbioma.
A, Esquema de la transferencia de microbiota a ratones sin gérmenes después de la dieta. Los receptores fueron
alimentados con HFD o NC. B-D, PCoA de la microbiota receptora (B) y distancias relativas de UniFrac a las
referencias NC (C, D) de ratones sin gérmenes una semana después del trasplante con microbiota de ratones o
referencias en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso, y alimentados con NC (C) o HFD (D). E, F, Cuantificaciones
de aumento de peso (E) y glucemia después de GTT (F) en receptores de microbiota sin gérmenes de ratones o
referencias de ciclo de peso. G, H, Correlacion del aumento de peso previsto y medido cuando la prediccién se basa
Unicamente en antecedentes deducidos de obesidad (G) o Unicamente en la secuenciacion 16S (H). I-K PCoA de la
microbiota fecal (l) y distancias relativas de UniFrac entre los donantes J) y los receptores (K) dos semanas después
del comienzo del FMT diario de ratones cycHFD o NC a ratones sometidos a ciclos de pérdida-recuperacion de
peso. L-O, Cuantificacién del aumento de peso secundario (L), aumento de peso neto inducido por 8 semanas de
alimentacién de HFD (M), concentraciones de glucosa después de GTT (N) y masa magra (O) en ratones y
referencias en ciclos de pérdida-recuperacion de peso con o sin FMT. Los experimentos se repitieron dos veces. Se
muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p <0,0001, n. s. no significativo por ANOVA o prueba de la U
de Mann-Whitney (C, D, J, K).

FIG. 19A-l. Persistentes cambios metabdlicos después de la dieta. A-H, Ejemplos de metabolitos cuya abundancia
disminuye reversiblemente (A, B), aumenta reversiblemente (C, D), disminuye persistentemente (E, F) o aumenta
persistentemente (G, H) durante la obesidad y las dietas. |, Esquema de las rutas biosintéticas de flavonoides que
conducen a la produccion y conversion de naringenina. Se indican las ID de KEGG de enzimas clave. Los genes
encontrados en nuestro conjunto de datos metagendmicos se indican en verde. Los datos son de un experimento.
Se muestran las medias + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01 por ANOVA.

FIG. 20A-P. Control de microbiota de complicaciones metabdlicas tras la dieta a través de flavonoides intestinales.
A, Esquema que muestra los tiempos de muestreo en el experimento del ciclo de obesidad/recuperacion. B,
flavonoides dietéticos en NC y HFD. C-E, abundancia de flavanona 4-reductasa (C), chalcona sintasa (D) y
eriodictiol (E) a lo largo del tiempo en las heces de ratones sometidos a ciclos de pérdida-recuperacion de peso y
referencias. F, Cuantificacion de las concentraciones de flavanona 4-reductasa en el ADN fecal en relacion con el
ADN del anfitrién en ratones que realizan ciclo de peso al final del periodo de pérdida de peso, con o sin tratamiento
con antibiéticos durante la pérdida de peso. G, Esquema del tiempo de muestreo tras la recuperacion de peso. H, |,
Abundancia de apigenina (H) y naringenina (I) en las heces de ratones sometidos a recuperacion de peso después
de la dieta y referencias. J-N, Concentraciones de flavonoides (J, K), PCoA de microbiota fecal (L), Aumento de peso
neto inducido por 8 semanas de HFD (M), y cuantificacion de recuperacion de peso por AUC (N) de ratones en el
ciclo de pérdida-recuperacion de peso enriquecido con apigenina y naringenina durante la recuperacion de peso. O,
P, Curva de peso (O) y cuantificacion de aumento de peso (P) de ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de
peso con o sin complementos de naringenina. Los experimentos se repitieron dos veces. Se muestran las medias +
SEM. *p < 0,05, ** p <0,01 por ANOVA o prueba de la U de Mann-Whitney (F, H, I).

FIG. 21A-L. Mediciones metabdlicas en ratones tratados con flavonoides. Registros representativos (A, D, G, J),
cuantificaciones en la fase oscura (B, E, H, K) y cuantificaciones en la fase con luz (C, F, I, L) del consumo de O, (A-
C), consumo de CO- (D-F), relacion de intercambio respiratorio (G-1) y actividad fisica (J-L) de ratones en el ciclo de
pérdida-recuperacion de peso con o sin complementos de apigenina y naringenina (A/N) durante la recuperacion de
peso. Los datos son de un experimento. Se muestran las medias + SEM. ** p < 0,01 por ANOVA.

FIG. 22A-L. Mediciones metabdlicas en ratones tratados con flavonoides y antibidticos. Registros representativos (A,
D), cuantificaciones en la fase oscura (B, E) y cuantificaciones en fase con luz (C, F) de alimentos (A-C) y consumo
de agua (D-F), de ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso con o sin complementos de apigenina y
naringenina (A/N) durante la recuperacion de peso. G, Esquema que indica el tiempo de las mediciones metabdlicas
durante la fase de recuperacion de peso. H, I, Cuantificaciones del gasto de energia en ratones en el ciclo de
pérdida-recuperacion de peso con o sin tratamiento antibidtico durante la pérdida de peso. J-L, Registro
representativo (J) y cuantificaciones (K, L) del consumo de O por ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de
peso con o sin tratamiento con antibidticos (Abx) durante la pérdida de peso. Los datos son de un experimento. Se
muestran las medias + SEM. ** p < 0,01 por ANOVA.

FIG. 23A-L. Mediciones metabdlicas en ratones tratados con antibiéticos. Registros representativas (A, D, G, F),
cuantificaciones de fase oscura (B, E, H, K) y cuantificaciones de fase ligera (C, F, |, L) del consumo de CO, (A-C),
relacion de intercambio respiratorio (D-F), actividad fisica (G-1) e ingesta de alimentos (J-L) por ratones en el ciclo de
pérdida-recuperacion de peso con o sin tratamiento con antibioticos (Abx) durante la pérdida de peso. Los datos son
de un experimento. Se muestran las medias + SEM. ** p < 0,01 por ANOVA.
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Descripcion de realizaciones especificas de la invencién

La presente descripcidon, en algunas de sus realizaciones, se refiere a métodos de mantener un peso corporal
objetivo y al analisis de la probabilidad de recuperacion de peso después de una dieta.

Antes de explicar al menos una realizacién de la descripcidon en detalle, debe entenderse que la descripcion en
detalle no se limita necesariamente en su aplicacién a los detalles establecidos en la siguiente descripcion o
ejemplificados por los Ejemplos. La invencion es capaz de ofras realizaciones o de ser puesta en practica o llevada a
cabo de varias maneras.

La obesidad representa una nueva carga global, con esfuerzos significativos dedicados a la reduccion de peso. Sin
embargo, la mayoria de las personas que hacen dieta no logran mantener una reduccion de peso a lo largo del
tiempo, y en cambio experimentan una recuperacion excesiva de peso. Los mecanismos que conducen a la
obesidad recidivante posterior a la dieta siguen siendo dificiles de alcanzar.

Los presentes inventores ahora han descubierto una caracteristica similar a la memoria del microbioma intestinal
que persiste después de dieta con éxito de ratones obesos y conduce a una tendencia para la recuperacion
exagerada de peso y a alteraciones metabdlicas tras el reencuentro de las condiciones que favorecen la obesidad.
Esta memoria microbidomica se caracteriza por una caracteristica multidmica microbiana de larga duracion y es
capaz de transmitir el fenotipo que favorece la obesidad.

Al reducir la presente descripcion a la practica, los presentes inventores desarrollaron un algoritmo de aprendizaje
automatico personalizado que permite la prediccion basada en microbioma de las recaidas en el aumento de peso
en ratones (Figs. 4A-F), y demostraron que el trasplante fecal y la intervencion “posbidtica” con los flavonoides
apigenina y naringenina puede evitar el aumento excesivo de peso secundario (Fig. 5A-F).

En base a los resultados descritos anteriormente, los presentes inventores proponen dirigirse al microbioma para
diagnosticar y tratar la obesidad recidivante inducida por la dieta en seres humanos.

Los presentes inventores han descubierto, ademas, un posible mecanismo por el cual los flavonoides evitan el
aumento de peso secundario. Especificamente, los presentes inventores han descubierto que los flavonoides
apigenina y naringenina (asi como el tratamiento con antibiéticos) aumentan la expresion del factor termogeno que
desacopla la proteina-1 (UCP-1). Por lo tanto, los presentes inventores proponen que una dieta rica en grasas (HFD)
favorece el crecimiento de bacterias metabolizantes de flavonoides, que a su vez disminuyen la cantidad de
flavonoides biodisponibles, regulando negativamente el gasto de energia impulsado por UCP-1 y favoreciendo el
aumento de peso recidivante. Por consiguiente, los presentes inventores contemplan agentes distintos de los
flavonoides mencionados anteriormente que aumentan la expresion de UCP-1 para evitar el aumento de peso
secundario.

Por lo tanto, segun un primer aspecto de la presente descripcidon, se proporciona un método de analisis de la
probabilidad de recuperacion de peso en un sujeto que ha alcanzado un peso objetivo poniendo en practica un
programa de pérdida de peso, comprendiendo el método la determinacion de una cantidad o presencia de al menos
un microbio y/o producto del mismo en el microbioma intestinal del sujeto, en donde la cantidad de al menos un
microbio se altera durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad
representativo de un sujeto obeso y ademas en donde la cantidad del al menos un microbio se mantiene a ese nivel
siguiendo el programa de pérdida de peso, en donde la cantidad o presencia del al menos un microbio o producto
del mismo sirve para predecir la recuperacion de peso.

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "sujeto" se refiere a un sujeto mamifero (p. €j., raton, vaca,
perro, gato, caballo, mono, ser humano), preferiblemente ser humano.

Segun este aspecto de la presente invencién, el método se utiliza para predecir la probabilidad de recaida en el
aumento de peso (obesidad) siguiendo un programa de pérdida de peso.

Por lo tanto, el sujeto de la presente descripcion ha perdido al menos 0,5 kg de peso, 1 kg de peso, 1,5 kg de peso,
2 kg de peso, de 2,5 kg de peso, 3 kg de peso, 3,5 kg de peso, 4 kg de peso, 4.5 kg de peso, 5 kg de peso, 5,5 kg
de peso, 6 kg de peso, 6,5 kg de peso, 7 kg de peso, 7,5 kg de peso, 8 kg de peso, 8,5 kg de peso, 9 kg de peso,
9,5 kg de peso, 10 kg de peso, 10,5 kg de peso, 11 kg de peso, 11,5 kg de peso, 12 kg de peso, 12,5 kg de peso, 13
kg de peso, 13,5 kg de peso, 14 kg de peso, 14,5 kg de peso, 15 kg de peso, 15,5 kg de peso, 16 kg de peso, 16,5
kg de peso, 17 kg de peso, 17,5 kg de peso, 18 kg de peso, 18,5 kg de peso, 19 kg de peso, 19,5 kg de peso o
incluso 20 kg de peso.

Segun una realizacién, el programa de pérdida de peso tiene efecto durante al menos 2 semanas, 3 semanas, 4
semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 10 semanas. En una realizacién, el
programa de pérdida de peso se realiza durante 1 mes - 1 afio, o 1 mes - 6 meses. Preferiblemente, el programa de
pérdida de peso no se realiza durante menos de 1 semana, 2 semanas o 3 semanas.
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El peso objetivo del sujeto puede ser un peso en donde el indice de masa corporal del mismo estda comprendido
entre 18,5 y 24,9. Segun otra realizacion, el peso objetivo es el peso obeso del sujeto menos 1 kg, menos 2 kg,
menos 3 kg, menos 4 kg, menos 5 kg, menos 6 kg, menos 7 kg, menos 8 kg, menos 9 kg, menos 10 kg o mas.

El programa de pérdida de peso puede comprender un programa dietético depara pérdida de peso y/o un programa
de ejercicios para pérdida de peso.

Preferiblemente, la pérdida de peso del sujeto es el resultado de un cambio en la dieta y/o régimen de ejercicio y no
una consecuencia de la enfermedad.

Ejemplos no restrictivos de programas dietéticos de pérdida de peso incluyen pero no se limitan a una dieta South
Beach, una dieta Dukin, una dieta Stillman, una dieta Atkins, una dieta sin gluten, una dieta cetégena, una dieta baja
en residuos, una dieta liquida, una dieta vegetariana, una dieta baja en calorias (p. ej., Weight Watches, Jenny
Craig, Nutrisystems), una dieta baja en grasas, una dieta baja en carbohidratos, una dieta baja en proteinas, una
dieta baja en glutamato monosddico (MSG), una dieta de desintoxicacién, una dieta de eliminacion, una dieta
especifica de carbohidratos, una dieta para diabéticos, un enfoque dietético para detener la dieta para la
hipertension (DASH), una dieta de la mejor apuesta, una dieta organica y sus combinaciones.

Una vez que el sujeto ha alcanzado su peso ideal, puede reanudar el mismo régimen de alimentacion/ejercicio que
él tenia antes del programa de pérdida de peso. Alternativamente, el sujeto puede comenzar un nuevo régimen de
alimentacién/ejercicio que apunta a mantener el peso. Alternativamente, el sujeto puede continuar el mismo
programa de pérdida de peso, pero no adherirse al programa tan estrictamente como cuando utilizé el programa
para la pérdida de peso.

Como se ha mencionado, el método de este aspecto de la presente descripcion comprende la determinacién de una
cantidad o presencia de al menos un microbio y/o producto del mismo en el microbioma intestinal del sujeto. Si bien
se puede medir la cantidad de cualquier nimero de microbios o productos de los mismos, se apreciara que los
microbios que se usan en la prediccion (es decir, la caracteristica relevante) son generalmente aquellos que
cumplen dos criterios:

(i) su cantidad se modifica durante un periodo previo de aumento de peso del sujeto para alcanzar una cantidad
representativa de un sujeto obeso; y

(i) el microbio se mantiene en la cantidad representativa del sujeto obeso después del programa de pérdida de
peso (p. €j., no cambia mas del 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% o 10% en cualquier direccion).

Segun una realizacion concreta, la cantidad de microbios se incrementa durante el periodo previo de aumento de
peso del sujeto. El incremento puede ser al menos 10% mayor, 20% mayor, 30% mayor, 40% mayor, 50% mayor,
60% mayor, 70% mayor, 80% mayor, 90% mayor o incluso 100% mayor que la cantidad antes del periodo de
aumento de peso.

Segun otra realizacion, la cantidad de microbios disminuye durante el periodo previo de aumento de peso del sujeto.
La disminucién puede ser al menos un 10% menor, un 20% menor, un 30% menor, un 40% menor, un 50% menor,
un 60% menor, un 70% menor, un 80% menor, un 90% menor o incluso 100% menor que la cantidad antes del
periodo de aumento de peso.

En ofras realizaciones, el microbio que se utiliza en la prediccion (es decir, el que se utiliza en la caracteristica
microbioma) es el que esta presente de manera diferencial (por lo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 7%,
80%, 90% o mas) en el microbioma intestinal del sujeto en comparacion con el microbioma intestinal de una
referencia no obesa que no se ha sometido a un programa de pérdida de peso.

Como se emplea en la presente memoria, el término "microbioma" se refiere a la totalidad de los microbios
(bacterias, hongos, protistas), a sus elementos genéticos (genomas) en un medio definido.

Segun una realizacion concreta, el microbioma es un microbioma del intestino (es decir microbioma intestinal).

En algunas realizaciones, una muestra microbiota se recoge por cualquier medio que permita la recuperacion de los
microbios y sin alterar a las cantidades relativas de microbios o componentes o productos de los mismos de un
microbioma. En algunas realizaciones, la muestra de microbiota es una muestra fecal. En otras realizaciones, la
muestra microbiota se recupera directamente del intestino.

Segun una realizacién, la muestra de microbioma (p. ej., muestra fecal) se congela y/o liofiliza antes del analisis.
Segun otra realizacion, la muestra puede someterse a métodos de extraccion en fase sélida.

En algunas realizaciones, se miden la presencia, cantidad y/o actividad de entre 5 y 100 tipos de microbios (p. €j.,
bacterias). En algunas realizaciones, se mide la presencia, cantidad y/o actividad de entre 50 y 500 tipos de
microbios (p. ej., bacterias). En algunas realizaciones, se mide la presencia, cantidad y/o actividad de
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sustancialmente todas las especies/clases/familias de bacterias dentro del microbioma. En aiun mas realizaciones,
se mide la presencia, cantidad y/o actividad de sustancialmente todas las bacterias dentro del microbioma.

En algunas realizaciones, se miden sdélo los microbios que cumplen los dos criterios establecidos en la presente
memoria anteriormente.

En otras realizaciones mas, la mayoria de los microbios que se miden cumplen los dos criterios establecidos en la
presente memoria anteriormente.

En ofras realizaciones mas, se miden al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o diez clasificaciones de microbios que se
describen en la FIG. 4F del apartado de Ejemplos.

En otras realizaciones mas, la mayoria de los microbios que se miden se describen en la FIG. 4F.

La medicién de una cantidad o presencia de un microbio puede realizarse analizando la presencia de un
componente microbiano o un subproducto microbiano. Asi, por ejemplo, la cantidad o la presencia de un microbio
puede efectuarse midiendo la cantidad de una secuencia de ADN. En algunas realizaciones, la cantidad o la
presencia de un microbio puede efectuarse midiendo secuencias del gen 16S de ARNr o secuencias del gen 18S de
ARNr. En otras realizaciones, la cantidad o la presencia de un microbio puede efectuarse midiendo transcripciones
de ARN. En otras realizaciones mas, la cantidad o la presencia de un microbio puede efectuarse midiendo proteinas.
En otras realizaciones mas, la cantidad o la presencia de un microbio puede efectuarse midiendo los metabolitos.

Cuantificacion de contenidos microbianos:

Se apreciara que la determinacién de la abundancia de microbios puede verse afectada al tener en cuenta cualquier
caracteristica del microbioma. Por lo tanto, la abundancia de microbios puede verse afectada teniendo en cuenta la
abundancia a diferentes niveles filogenéticos; a nivel de abundancia de genes; abundancia de genes de la via
metabdlica; identificacion de cepas de subespecies; SNP e inserciones y eliminaciones en regiones bacterianas
especificas; tasas de crecimiento de bacterias, la diversidad de los microbios del microbioma, como se describe mas
adelante en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la determinacién de una cantidad o serie de cantidades de uno o mas tipos de microbios o
componentes o productos del mismo comprende la determinacién de una cantidad o serie de cantidades de una o
mas secuencias de ADN. En algunas realizaciones, una o mas secuencias de ADN comprenden cualquier secuencia
de ADN que pueda usarse para diferenciar entre diferentes tipos de microbios. En algunas realizaciones, una o mas
secuencias de ADN comprenden secuencias del gen 16S de ARNr. En algunas realizaciones, una o mas secuencias
de ADN comprenden secuencias del gen 18S de ARNr. En algunas realizaciones, se amplifican 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15,
20, 25, 50, 100, 1.000, 5.000 o mas secuencias.

Las secuencias de genes de ARNr 16S y 18S codifican componentes de subunidades pequefias de ribosomas
procariotas y eucariotas, respectivamente. Los genes de ARNr son particularmente Utiles para distinguir entre tipos
de microbios porque, aunque las secuencias de estos genes difieren entre especies microbianas, los genes tienen
regiones muy conservadas para la uniéon de cebadores. Esta especificidad entre las regiones de unién de cebadores
conservadas permite que los genes de ARNr de muchos tipos diferentes de microbios se amplifiquen con un Unico
serie de cebadores y luego se distingan por secuencias amplificadas.

En algunas realizaciones, en una muestra microbiota (p. ej., muestra fecal) se analiza directamente una cantidad o
serie de cantidades de una o mas secuencias de ADN. En algunas realizaciones, el ADN se aisla de una muestra de
microbiota y en el ADN aislado se analiza una cantidad o serie de cantidades de una o mas secuencias de ADN. Los
métodos para aislar el ADN microbiano son bien conocidos en la técnica. Los ejemplos incluyen, entre otros, la
extraccion con fenol-cloroformo y una amplia variedad de equipos disponibles en el mercado, incluido el QlAamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, California).

En algunas realizaciones, una cantidad o serie de cantidades de una o mas secuencias de ADN se determina
amplificando secuencias de ADN utilizando PCR (p. €j., PCR convencional, semicuantitativa o PCR cuantitativa). En
algunas realizaciones, se determina una cantidad o serie de cantidades de una o mas secuencias de ADN
amplificando secuencias de ADN usando PCR cuantitativa. Estos y otros procedimientos basicos de amplificacion de
ADN son bien conocidos por los expertos en la técnica y se describen en Ausebel et al. (Ausubel F. M., Brent R.,
Kingston R. E., Moore D., Seidman J. G., Smith J. A., Struhl K. (eds). 1998. Current Protocols in Molecular Biology.
Wiley: Nueva York).

En algunas realizaciones, las secuencias de ADN se amplificaron usando cebadores especificos para una o mas
secuencias que diferencian tipos microbianas individuales de otros tipos microbianos diferentes. En algunas
realizaciones, las secuencias del gen 16S de ARNr o uno de sus fragmentos se amplifican usando cebadores
especificos para secuencias del gen 16S de ARNr. En algunas realizaciones, las secuencias de 18S de ADN se
amplifican usando cebadores especificos para secuencias de 18S de ADN.
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En algunas realizaciones, una cantidad o serie de cantidades de una o mas secuencias de genes 16S de ARNr se
determina utilizando tecnologia PhyloChip. El uso de phylochips es bien conocido en la técnica y se describe en
Hazen et al. ("Deep-sea oil plume enriches indigenous oil-degrading bacteria." Science, 330, 204-208, 2010). En
resumen, las secuencias de genes 16S de ARNr se amplifican y se marcan en el ADN extraido de una muestra de
microbiota. EI ADN amplificado se hibrida luego con una matriz que contiene sondas para genes microbianos 16S de
ARNr. El nivel de unién a cada sonda se cuantifica proporcionando una cantidad de muestra de tipo microbiano
correspondiente a la secuencia del gen 16S de ARNr sondeado. En algunas realizaciones, el analisis phylochip lo
realiza un proveedor comercial. Los ejemplos incluyen, entre otros a, Second Genome Inc. (San Francisco,
California).

En algunas realizaciones, la determinacion de una cantidad o serie de cantidades de uno o mas tipos de microbios
comprende determinar una cantidad o serie de cantidades de uno o mas moléculas de ARN microbiano (p. €.,
transcripciones). Los métodos para cuantificar niveles de transcripciones de ARN son bien conocidos en la técnica e
incluyen, entre otros, analisis Northern, PCR de transcriptasa inversa semicuantitativa, PCR de transcriptasa inversa
cuantitativa y analisis de chips.

En algunas realizaciones, la determinacion de una cantidad o serie de cantidades de uno o mas tipos de microbios
comprende determinar una cantidad o serie de cantidades de uno o mas polipéptidos microbianos. Los métodos
para cuantificar las cantidades de polipéptidos son bien conocidos en la técnica e incluyen, entre otros, analisis
Western y espectrometria de masas.

Como se ha mencionado anteriormente en la presente memoria, asi como (o en lugar de) analizar la cantidad de
microbios, la presente descripcién también contempla el analisis de la cantidad de productos microbianos.

Los ejemplos de productos microbianos incluyen, entre otros a ARNm, polipéptidos, carbohidratos y metabolitos.

En algunas realizaciones, se mide la presencia, cantidad y/o actividad de los metabolitos de al menos diez tipos de
microbios. En otras realizaciones, se mide la presencia, cantidad y/o actividad de metabolitos de entre 5y 100 tipos
de microbios. En algunas realizaciones, se mide la presencia, cantidad y/o actividad de metabolitos de entre 100 y
1.000 o mas tipos de microbios. En otras realizaciones, se analiza la presencia, cantidad y/o actividad de metabolitos
de todos los tipos de bacterias dentro del microbioma. En otras realizaciones, se mide la presencia, cantidad y/o
actividad de los metabolitos de todos los microbios dentro del microbioma.

En algunas realizaciones, s6lo se miden metabolitos que cumplen los dos criterios siguientes.

(i) su cantidad se modifica durante un periodo previo de aumento de peso del sujeto para alcanzar una cantidad
representativa de un sujeto obeso; y

(i) el metabolito se mantiene en la cantidad representativa del sujeto obeso después del programa de pérdida de
peso (p. €j., no cambia mas del 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% o 10% en cualquier direccion).

En otras realizaciones mas, la mayoria de los metabolitos que se miden cumplen los dos criterios establecidos en la
presente memoria anteriormente.

Como se emplea en la presente memoria, un "metabolito” es un producto intermedio o de metabolismo. El término
metabolito generalmente esta restringido a moléculas pequefias y no incluye compuestos poliméricos como el ADN
o las proteinas. Un metabolito puede servir como sustrato para una enzima de una ruta metabdlica, un intermedio de
dicha ruta o el producto obtenido por la ruta metabdlica.

Segun una realizacion concreta, el metabolito es el que altera la composicion o funcién del microbioma.

En realizaciones preferidas, los metabolitos incluyen, entre otros a azucares, acidos organicos, aminoacidos, acidos
grasos, hormonas, vitaminas, oligopéptidos (menos de aproximadamente 100 aminoacidos de longitud), asi como
fragmentos i6nicos de los mismos. Las células también se pueden lisar para medir los productos celulares presentes
en la célula. En particular, los metabolitos tienen menos de aproximadamente 3.000 Daltons de peso molecular, y
mas particularmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 3.000 Daltons.

El metabolito puede ser un metabolito primario (es decir, esencial para el crecimiento del microbio) o un metabolito
secundario (el que no desempefia una funcién en el crecimiento, desarrollo o reproduccion, y se forma durante el
final o cerca de la fase estacionaria de crecimiento.

Ejemplos representativos de rutas metabdlicas en las que estan involucrados metabolitos incluyen, sin limitacion,
ciclo de acido citrico, cadena respiratoria, fotosintesis, fotorrespiracion, glucdlisis, gluconeogénesis, ruta de hexosa
monofosfato, ruta oxidativa de pentosa fosfato, produccién y B-oxidacion de acidos grasos, ciclo de la urea, rutas de
biosintesis de aminoacidos, rutas de degradacion de proteinas tales como degradacion proteasémica, rutas de
degradacién de aminoacidos, biosintesis o degradacion de: lipidos, policétidos (incluidos, p. ej., flavonoides e
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isoflavonoides), isoprenoides (incluidos, p. e€j., terpenos, esteroles, esteroides, carotenoides, xantofilas),
carbohidratos, fenilpropanoides y derivados, alcaloides, bencenoides, indoles, compuestos de indol-azufre,
porfirinas, antocianos, hormonas, vitaminas, cofactores tales como grupos prostéticos o portadores de electrones,
lignina, glucosinolatos, purinas, pirimidinas, nucledsidos, nucleétidos y moléculas relacionadas tales como ARNTt,
microARN (miARN) o ARNm.

Ejemplos representativos de metabolitos que pueden analizarse incluyen, entre otros a, componentes de acidos
biliares tales como ursodesoxicolato, glicocolato, fenilacetato y heptanoato y flavonoides tales como apigenina y
naringenina.

En algunas realizaciones, las cantidades de metabolitos se determinan por espectrometria de masas, como se
describe con detalle en la presente memoria a continuacion. En algunas realizaciones, las cantidades de metabolitos
se determinan por espectroscopia de resonancia magnética nuclear, como se describe mas adelante en la presente
memoria. En algunas realizaciones, las cantidades de metabolitos se determinan mediante un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). En algunas realizaciones, las cantidades de metabolitos se determinan
por colorimetria. En algunas realizaciones, las cantidades de metabolitos se determinan por espectrofotometria,
como se describe mas adelante en la presente memoria.

Cuantificacion de las cantidades de metabolitos:
En una realizacion, los metabolitos se identifican utilizando un método de separacion fisica.

La expresion "método de separacion fisica", como se emplea en la presente memoria, se refiere a cualquier método
conocido por los expertos en la técnica suficiente para producir un perfil de cambios y diferencias en moléculas
pequefas producidas en hSLC, en contacto con un compuesto quimico toéxico, teratégeno o de prueba. En una
realizacion preferida, los métodos de separacion fisica permiten la deteccion de metabolitos celulares que incluyen,
entre otros a, azucares, acidos organicos, aminoacidos, acidos grasos, hormonas, vitaminas y oligopéptidos, asi
como fragmentos ionicos de los mismos y compuestos de bajo peso molecular (preferiblemente con un peso
molecular inferior a 3.000 Daltons, y mas concretamente entre 50 y 3.000 Daltons). Por ejemplo, se puede usar
espectrometria de masas. En realizaciones concretas, este analisis se lleva a cabo por cromatografia
liquida/espectrometria de masas en tiempo de vuelo con ionizacién por electroatomizacion (LC/ESI-TOF-MS), sin
embargo, debe entenderse que los metabolitos como se expone en la presente memoria pueden detectarse
utilizando métodos alternativos de espectrometria u otros métodos conocidos en la técnica para analizar estos tipos
de compuestos en este intervalo de tamafo.

Algunos metabolitos pueden ser identificados por, por ejemplo, analisis de expresidon génica, incluidos PCR en
tiempo real, RT-PCR, analisis Northern e hibridacion in situ.

Ademas, los biomarcadores pueden ser identificados usando espectrometria de masas tal como MALDI/TOF (tiempo
de vuelo), SELDI/TOF, espectrometria de masas-cromatografia liquida (LC-MS), espectrometria de cromatografia de
gases-masas (GC-MS), cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas (HPLC-MS),
electroforesis capilar-espectrometria de masas, espectrometria de resonancia magnética nuclear, espectrometria de
masas en tandem (p. ej., MS/MS, MS/MS/MS, ESI-MS/MS, etc.), espectrometria de masas de iones secundarios
(SIMS) o espectrometria de movilidad de iones (p. €j., GC-IMS, IMS-MS, LC-IMS, LC-IMS-MS, etc.).

Los métodos de espectrometria de masas son bien conocidos en la técnica y se han utilizado para cuantificar y/o
identificar biomoléculas, tales como proteinas y otros metabolitos celulares (véase, p. €j., Li et al., 2000;. Rowley et
al., 2000; y Kuster y Mann, 1998).

En algunas realizaciones, se utiliza un espectrofotometro de iones en fase gas. En otras realizaciones, se usa
espectrometria de masas por desorcidn/ionizaciéon por laser para identificar metabolitos. La espectrometria de
masas por desorcion/ionizacion laser moderna ("LDI-MS") se puede poner en practica en dos variaciones
principales: la espectrometria de masas por desorcion/ionizacion asistida por matriz ("MALDI") y la
desorcién/ionizacion por laser con superficie mejorada ("SELDI").

En MALDI, el metabolito se mezcla con una solucién que contiene una matriz, y una gota de liquido se coloca en la
superficie de un sustrato. La solucion de la matriz luego cristaliza junto con los biomarcadores. El sustrato se inserta
en el espectrometro de masas. La energia del laser se dirige a la superficie del sustrato donde desabsorbe e ioniza
las proteinas sin fragmentarlas significativamente. Sin embargo, MALDI tiene limitaciones como herramienta
analitica. No proporciona medios para fraccionar el fluido bioldgico, y el material de la matriz puede interferir con la
deteccion, especialmente para analitos de bajo peso molecular.

En SELDI, la superficie del sustrato se modifica para que sea un participante activo en el proceso de desorcién. En
una variante, la superficie se modifica con reactivos adsorbentes y/o de captura que se unen selectivamente al
biomarcador de interés. En otra variante, la superficie se modifica con moléculas que absorben energia que no se
desabsorben cuando impactan con el laser. En otra variante, la superficie se modifica con moléculas que se unen al
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biomarcador de interés y que contienen un enlace fotolitico que se rompe tras la aplicacion del laser. En cada uno de
estos métodos, el agente modificador generalmente se localiza en un lugar especifico en la superficie del sustrato
donde se aplica la muestra. Los dos métodos se pueden combinar, por ejemplo, utilizando una superficie de afinidad
SELDI para capturar un analito (p. €j. un biomarcador) y afadiendo liquido que contiene la matriz al analito
capturado para proporcionar el material que absorbe energia.

Para mas informacion respecto a los espectrometros de masas, véase, p. €j., Principles of Instrumental Analysis, 3?2
edicién, Skoog, Saunders College Publishing, Philadelphia, 1985; y Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical
Technology, 42 ed. vol. 15 (John Wiley & Sons, Nueva York, 1995), pags. 1071-1094.

En algunas realizaciones, los datos de espectrometria de masas se representan como un cromatograma de masas.
Un "cromatograma de masas" es una representacion de datos de espectrometria de masas como un cromatograma,
donde el eje de las x representa el tiempo y el eje de las y representa la intensidad de la sefial. En un aspecto, el
cromatograma de masas es un cromatograma de corriente ionica total (TIC). En otro aspecto, el cromatograma de
masas es un cromatograma de base punta. En otras realizaciones, el cromatograma de masas es un cromatograma
de control de iones (SIM) seleccionado. En otra realizacion mas, el cromatograma de masas es un cromatograma de
control de reaccion seleccionado (SRM). En una realizacién, el cromatograma de masas es un cromatograma de
iones extraidos (EIC).

En un EIC, una sola funcién se controla a lo largo de toda la serie. La intensidad total o la intensidad de base punta
dentro de un intervalo de tolerancia de masa alrededor de una relacion masa/carga de un analito concreto se
representa en cada punto del analisis. El tamafo del intervalo de tolerancia de masa depende generalmente de la
precision de la masa y la resolucion de la masa del instrumento que recopila los datos. Como se emplea en la
presente memoria, el término "caracteristica" se refiere a un unico metabolito pequefio o a un fragmento de un
metabolito. En algunas realizaciones, el término caracteristica también puede incluir ruido tras una investigacion
adicional.

La deteccion de la presencia de un metabolito generalmente implicara la deteccion de la intensidad de la sefial. Esto,
a su vez, puede reflejar la cantidad y el caracter de un biomarcador unido al sustrato. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la intensidad de la sefial de los valores maximos de los espectros de una primera muestra y una
segunda muestra puede compararse (p. €j., visualmente, mediante analisis informatico, etc.) para determinar las
cantidades relativas de determinados metabolitos. Los programas informaticos como el programa Biomarker Wizard
(Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, California) se pueden usar para ayudar a analizar los espectros de masas.
Los espectrometros de masas y sus técnicas son bien conocidos.

Un experto en la técnica entiende que cualquiera de los componentes de un espectrometro de masas, p. €j., fuente
de desorcion, analizador de masas, detector, etc., y preparaciones de muestras variadas se pueden combinar con
otros componentes adecuados o preparaciones descritas en la presente memoria, o a los conocidos en la técnica.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, una muestra de referencia puede contener atomos pesados, p. €j., °C,
permitiendo asi que la muestra de prueba se mezcle con la muestra de referencia conocida en la misma serie de
espectrometria de masas. Se incluye un buen marcaje isotdpico estable.

En una realizacién, se usa un espectrometro de masas de tiempo de vuelo con desorcion por laser (TOF). En la
espectrometria de masas con desorcién por laser, se introduce un sustrato con un marcador unido en un sistema de
entrada. El marcador se desabsorbe e ioniza en la fase gaseosa con laser desde la fuente de ionizacion. Los iones
generados son recolectados por un conjunto de iones 6pticos, y luego en un analizador de masa de tiempo de vuelo,
los iones se aceleran a través de un campo corto de alto voltaje y se dejan desviar a una camara de alto vacio. En el
extremo mas alejado de la camara de alto vacio, los iones acelerados golpean una superficie sensible del detector
en un momento diferente. Dado que el tiempo de vuelo es una funcién de la masa de los iones, el tiempo
transcurrido entre la formacion de iones y el impacto del detector de iones se puede utilizar para identificar la
presencia o0 ausencia de moléculas de relacién especifica de masa a carga.

En una realizacion, los niveles de metabolitos se detectan por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Los métodos para detectar metabolitos también incluyen el uso de resonancia de plasmoén superficial (SPR). La
tecnologia de biodeteccion SPR se ha combinado con la espectrometria de masas MALDI-TOF para la desorcién e
identificacion de metabolitos.

Los datos para el analisis estadistico se pueden extraer de cromatogramas (espectros de sefales de masa) usando
programas informaticos para métodos estadisticos conocidos en la técnica. "Estadistica" es la ciencia de hacer un
uso efectivo de los datos numéricos relacionados con grupos de individuos o experimentos. Los métodos para el
analisis estadistico son bien conocidos en la técnica.

En una realizacioén se utiliza un ordenador para el analisis estadistico.
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En una realizacion, el programa informatico Agilent MassProfiler o MassProfilerProfessional se usa para analisis
estadistico. En otra realizacion, el programa informatico Qual del programa informatico Agilent MassHunter se usa
para analisis estadistico. En otras realizaciones, se pueden usar métodos de andlisis estadisticos alternativos.
Dichos otros métodos estadisticos incluyen la prueba de andlisis de variancia (ANOVA), la prueba de la ji al
cuadrado, la prueba de correlacion, la prueba de analisis factorial, la prueba U de Mann-Whitney, la derivacion
ponderada cuadratica media (MSWD), coeficiente de correlacion momento-producto de Pearson, analisis de
regresion, coeficiente de correlacion de intervalo de Spearman, la prueba de la T de Student, la prueba de la T de
Welch, la prueba de Tukey y analisis de series temporales.

En diferentes realizaciones, las sefiales de la espectrometria de masas pueden transformarse de diferentes maneras
para mejorar el rendimiento del método. Las sefiales individuales o los resimenes de las distribuciones de sefiales
(como la media, la mediana o la variancia) pueden transformarse de este modo. Las posibles transformaciones
incluyen tomar el logaritmo, tomar algo de potencia positiva o negativa, por ejemplo, la raiz cuadrada o inversa, o
tomar el arco seno (Myers, Classical and Modern Regression with Applications, 22 edicion, Duxbury Press, 1990).

En una realizacion, el método se lleva a cabo analizando los microbios del microbioma del sujeto y comparando su
composicion microbiana con la composicion microbiana de un microbioma de un sujeto no obeso que no se ha
sometido a un programa de pérdida de peso. Cuando los dos microbiomas tienen una caracteristica similar
estadisticamente significativa, entonces la probabilidad de aumentar de peso se reduce en comparaciéon con un
sujeto que tiene un microbioma que no es estadisticamente significativamente similar al del sujeto no obeso que no
se ha sometido a un programa de pérdida de peso.

En ofra realizacion, el método se lleva a cabo analizando los metabolitos del metaboloma del sujeto y comparando
su composicion de metabolitos con la composicion de metabolitos de un metaboloma de un sujeto no obeso que no
se ha sometido a un programa de pérdida de peso. Cuando los dos metabolomas tienen una caracteristica similar
estadisticamente significativa, la probabilidad de aumentar de peso se reduce en comparacion con un sujeto que
tiene un metaboloma que estadisticamente no es significativamente similar al del sujeto no obeso que no se ha
sometido a un programa de pérdida de peso.

Las presentes realizaciones abarcan el reconocimiento de que se puede confiar en las caracteristicas microbianas
como indicador de la composicién y/o actividad del microbioma. Las caracteristicas microbianas comprenden puntos
de datos que son indicadores de la composicion y/o actividad del microbioma. Por lo tanto, los cambios en los
microbiomas se pueden detectar y/o analizar mediante la detecciéon de una o mas caracteristicas de las
caracteristicas microbianas.

En algunas realizaciones, una caracteristica microbiana incluye informacion relacionada con la cantidad absoluta de
uno o mas tipos de microbios, y/o productos de los mismos. En algunas realizaciones, una caracteristica microbiana
incluye informacion relacionada con cantidades relativas de cinco, diez, veinte, cincuenta, cien o mas tipos de
microbios y/o productos de los mismos.

En otras realizaciones, la caracteristica microbiana del microbioma intestinal comprende una diversidad microbiana.

En otras realizaciones, la caracteristica microbiana del microbioma intestinal comprende la caracteristica del
metabolito.

En otras realizaciones, la caracteristica microbiana del microbioma intestinal comprende una caracteristica
bacteriana.

Preferiblemente, la caracteristica comprende al menos 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250,
300 microbios o productos de los mismos que cumplen los dos criterios expuestos en la presente memoria
anteriormente.

Segun una realizacion, dos caracteristicas de microbioma pueden tener una caracteristica similar estadisticamente
significativa cuando comprenden al menos 50% de los mismos microbios, al menos 60% de los mismos microbios, al
menos 70% de los mismos microbios, al menos 80% de los mismos microbios, al menos 90% de los mismos
microbios, al menos 91% de los mismos microbios, al menos 92% de los mismos microbios, al menos 93% de los
mismos microbios, al menos 94% de los mismos microbios, al menos el 95% de los mismos microbios, al menos el
96% de los mismos microbios, al menos el 97% de los mismos microbios, al menos el 98% de los mismos microbios,
al menos el 99% de los mismos microbios o el 100% de los mismos microbios.

Ademas, o alternativamente, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa
cuando la cantidad (p. €j., incidencia) en el microbioma de al menos un microbio de interés es idéntica. Segun otra
realizacion, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa cuando la relacion
relativa en el microbioma de al menos el 10% de sus microbios es idéntica. Segun otra realizaciéon, los microbiomas
pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa cuando la relacion relativa en el microbioma de
al menos el 20% de sus microbios es idéntica.
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Segun otra realizacion, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa
cuando la relacion relativa en el microbioma de al menos el 30% de sus microbios es idéntica. Segun otra
realizacion, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa cuando la relacion
relativa en el microbioma de al menos el 40% de sus microbios es idéntica. Segun otra realizaciéon, los microbiomas
pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa cuando la relacioén relativa en el microbioma de
al menos el 50% de sus microbios es idéntica.

Segun otra realizacion, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa
cuando la relacion relativa en el microbioma de al menos el 60% de sus microbios es idéntica. Segun otra
realizacion, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa cuando la relacion
relativa en el microbioma de al menos el 70% de sus microbios es idéntica. Segun otra realizacion, los microbiomas
pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa cuando la relacion relativa en el microbioma de
al menos el 80% de sus microbios es idéntica.

Segun otra realizacion, los microbiomas pueden tener una caracteristica similar estadisticamente significativa
cuando la relacion relativa en el microbioma de al menos 90% de sus microbios es idéntica. Por lo tanto, el
porcentaje fraccionario de microbios (p. €j., cantidad relativa, relacion, distribucién, frecuencia, porcentaje, etc.) del
total puede ser estadisticamente similar.

Segun ofra realizacién, con el fin de clasificar un microbio como perteneciente a un género, familia, orden, clase o
tipo determinado, debe comprender al menos 90% de homologia de secuencia, al menos 91% de homologia de
secuencia, al menos el 92% homologia de secuencia, al menos 93% de homologia de secuencia, al menos 94% de
homologia de secuencia, al menos 95% de homologia de secuencia, al menos 96% de homologia de secuencia, al
menos 97% de homologia de secuencia, al menos 98% de homologia de secuencia, al menos 99% de secuencia
homologia con un microbio de referencia que se sabe que pertenece al género determinado. Segun una realizacion
determinada, la homologia de secuencia es al menos del 95%.

Segun otra realizacion, con el fin de clasificar un microbio como pertenecientes a una especie determinada, debe
comprender al menos 90% de homologia de secuencia, al menos 91% de homologia de secuencia, al menos 92%
de homologia de secuencia, al menos 93% de homologia de secuencia, al menos 94% de homologia de secuencia,
al menos 95% de homologia de secuencia, al menos 96% de homologia de secuencia, al menos 97% de homologia
de secuencia, al menos 98% de homologia de secuencia, al menos 99% de homologia de secuencia con un
microbio de referencia que se sabe que pertenece a una especie determinada. Segun una realizacion particular, la
homologia de secuencia es al menos 97%.

Al determinar si un acido nucleico o proteina es sustancialmente homologo o comparte un cierto porcentaje de
identidad de secuencia con una secuencia de la descripcion, la similitud de secuencia puede definirse mediante
algoritmos convencionales, que generalmente permiten la introducciéon de un pequefio nimero de espacios con
objeto de conseguir el mejor ajuste. En particular, el "porcentaje de identidad" de dos polipéptidos o dos secuencias
de acido nucleico se determina usando el algoritmo de Karlin y Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268,
1993). Dicho algoritmo se incorpora a los programas BLASTN y BLASTX de Altschul et al. (J. Mol. Biol. 215:403-410,
1990) Las busquedas de nucledtidos BLAST se pueden realizar con el programa BLASTN para obtener secuencias
de nucleétidos homologas a una molécula de acido nucleico de la descripcion.

Igualmente, las busquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa BLASTX para obtener
secuencias de aminoacidos que son homologas a un polipéptido de la descripcion.

Para obtener alineaciones separadas para su comparacion, se utiliza Gapped BLAST como se describe en Altschul
et al. (Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se
emplean parametros predeterminados de los respectivos programas (por ejemplo, BLASTX y BLASTN). Para mas
detalles véase www(dot)ncbi(dot)nim(dot)nih(dot)gov.

Segun todavia otra realizacion, dos caracteristicas de microbioma pueden clasificarse como similares, si el nimero
relativo de genes que pertenecen a una determinada ruta es similar.

Segun todavia otra realizacion, dos caracteristicas de microbioma pueden clasificarse como similares, si la cantidad
relativa de un producto generado por los microbios es similar.

La prediccién puede realizarse utilizando un algoritmo (p. €j., una maquina de algoritmo de aprendizaje) que tiene en
cuenta la relevancia (es decir, el peso) de los microbios y/o productos particulares de los mismos en la composicion.
El algoritmo puede construirse utilizando datos de microbioma intestinal de una poblacion de sujetos clasificados
segun su estado dietético (p. ej., una clasificacion de sujetos no obesos, sin dieta, una clasificacion de sujetos
obesos y una clasificacion de sujetos no obesos, tras la dieta).

La base de datos puede incluir otros parametros relacionados con los sujetos, por ejemplo, el peso del sujeto, la
quimica sanguinea del sujeto, las caracteristicas genéticas del sujeto, el IMC del sujeto, los habitos alimenticios del
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sujeto y/o la salud del sujeto (p. e€j., trastorno diabético, pre-diabético, otro trastorno metabdlico, hipertension,
trastorno cardiaco, etc.).

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "aprendizaje automatico" se refiere a un procedimiento
incorporado como programa informatico configurado para inducir patrones, regularidades o reglas a partir de datos
recopilados previamente para desarrollar una respuesta apropiada a datos futuros, o describir los datos de manera
significativa.

El uso del aprendizaje automatico es especialmente, pero no exclusivamente, ventajoso cuando la base de datos
incluye entradas multidimensionales.

La base de datos se puede usar como un conjunto de entrenamiento del cual el procedimiento de aprendizaje
automatico puede extraer los parametros que mejor describen el conjunto de datos. Una vez que se extraen los
parametros, se pueden usar para predecir la probabilidad de recuperacién de peso en un sujeto.

En el aprendizaje automatico, la informacion se puede adquirir mediante el aprendizaje supervisado o el aprendizaje
no supervisado. En algunas realizaciones, el procedimiento de aprendizaje automatico comprende, o es, un
procedimiento de aprendizaje supervisado. En el aprendizaje supervisado, las funciones de objetivos globales o
locales se utilizan para optimizar la estructura del sistema de aprendizaje. En otras palabras, en el aprendizaje
supervisado hay una respuesta deseada, que el sistema utiliza para guiar el aprendizaje.

En algunas realizaciones, el procedimiento de aprendizaje automatico comprende, o es, un procedimiento de
aprendizaje no supervisado. En el aprendizaje no supervisado, generalmente no hay funciones de objetivos. En
particular, el sistema de aprendizaje no cuenta con un conjunto de reglas. Una forma de aprendizaje no supervisado
segun algunas realizaciones es la agrupacion no supervisada en la que los objetos de datos no estan etiquetados de
clase, a priori.

Ejemplos representativos de procedimientos de "aprendizaje automatico" adecuados para las presentes
realizaciones, incluidos, entre otros, agrupacion, algoritmos de reglas de asociacién, algoritmos de evaluacion de
caracteristicas, algoritmos de seleccion de subconjuntos, maquinas de vectores soporte, reglas de clasificacion,
clasificadores sensibles al costo, algoritmos de votacién, algoritmos de apilamiento, Redes bayesianas, arboles de
decision, redes neuronales, algoritmos basados en ejemplos, algoritmos de modelado lineal, analisis de vecinos mas
proximos a k, algoritmos de aprendizaje por conjuntos, modelos probabilisticos, modelos graficos, métodos de
regresion, métodos de ascenso de gradiente, métodos de descomposicion de valores singulares y andlisis de
componentes principales. Entre los modelos de redes neuronales, el mapa de autoorganizacion y la teoria de
resonancia adaptativa son algoritmos de aprendizaje no supervisados cominmente empleados. El modelo de la
teoria de resonancia adaptativa permite que el nUmero de agrupaciones varie con el tamafio del problema y permite
al usuario controlar el grado de similitud entre los miembros de los mismos grupos mediante una constante definida
por el usuario denominada parametro de vigilancia.

A continuacion, se presenta una vision general de algunos procedimientos de aprendizaje automatico adecuados
para las presentes realizaciones.

El algoritmo de regla de asociacion es una técnica para extraer patrones de asociacion significativos entre las
caracteristicas.

El término "asociacion", en el contexto del aprendizaje automatico, se refiere a cualquier interrelacion entre
caracteristicas, no solo las que predicen una clase determinada o valor numérico. La asociacion incluye, pero no se
limita a, encontrar reglas de asociacion, encontrar patrones, realizar la evaluacion de caracteristicas, realizar la
seleccion de subconjuntos de caracteristicas, desarrollar modelos predictivos y comprender las interacciones entre
caracteristicas.

La expresion "reglas de asociacion" se refiere a elementos que coexisten frecuentemente dentro de las bases de
datos. Incluye, entre otros, patrones de asociacion, patrones discriminativos, patrones frecuentes, patrones cerrados
y patrones colosales.

Una etapa primaria habitual del algoritmo de regla de asociacion es encontrar un conjunto de elementos o
caracteristicas que son los mas frecuentes entre todas las observaciones. Una vez se obtiene la lista, se pueden
extraer reglas de ellos.

El mapa autoorganizado mencionado anteriormente es una técnica de aprendizaje no supervisada que a menudo se
utiliza para la visualizacion y el andlisis de datos de grandes dimensiones. Las aplicaciones tipicas se centran en la
visualizacion de las dependencias centrales dentro de los datos en el mapa. El mapa generado por el algoritmo
puede usarse para acelerar la identificacion de reglas de asociacion por otros algoritmos. El algoritmo generalmente
incluye una cuadricula de unidades de procesamiento, denominadas "neuronas". Cada neurona esta asociada a un
vector de caracteristicas denominado observacion. El mapa intenta representar todas las observaciones disponibles
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con una precision optima utilizando un conjunto restringido de modelos. Al mismo tiempo, los modelos se ordenan
en la cuadricula de modo que modelos similares estén cerca uno del otro y modelos diferentes lejos uno del otro.
Este procedimiento permite la identificacion, asi como la visualizacién de dependencias o asociaciones entre las
caracteristicas en los datos.

Los algoritmos de evaluacion de caracteristicas estan dirigidos a la clasificacion de caracteristicas o a la clasificacion
seguida de la seleccion de caracteristicas en funcién de su impacto en la probabilidad de que el sujeto analizado
recupere peso.

El término "caracteristica" en el contexto del aprendizaje automatico se refiere a una o mas variables de entrada sin
procesar, a una o mas variables procesadas, o a una o mas combinaciones matematicas de otras variables,
incluidas las variables sin procesar y las variables procesadas. Las caracteristicas pueden ser continuas o discretas.

El aumento de informacién es uno de los métodos de aprendizaje automatico adecuados para la evaluacion de
caracteristicas. La definicion de aumento de informacion requiere la definicion de entropia, que es una medida de
impureza en una coleccion de ejemplos de entrenamiento. La reduccion en la entropia de la caracteristica objetivo
que ocurre al conocer los valores de una determinada caracteristica se denomina aumento de informacion. El
aumento de informaciéon puede usarse como un parametro para determinar la eficacia de una caracteristica para
explicar la probabilidad de que el sujeto bajo analisis recupere peso. La incertidumbre simétrica es un algoritmo que
puede utilizar un algoritmo de seleccion de caracteristicas, segun algunas realizaciones. La incertidumbre simétrica
compensa el sesgo del aumento de informacién hacia las caracteristicas con mas valores normalizando las
caracteristicas a un intervalo [0,1].

Los algoritmos de seleccion de subconjuntos se basan en una combinaciéon de un algoritmo de evaluacion y un
algoritmo de busqueda. Al igual que los algoritmos de evaluacion de caracteristicas, los algoritmos de seleccion de
subconjuntos clasifican subconjuntos de caracteristicas. Sin embargo, a diferencia de los algoritmos de evaluacion
de caracteristicas, un algoritmo de seleccion de subconjuntos adecuado para las presentes realizaciones tiene como
objetivo seleccionar el subconjunto de caracteristicas con el mayor impacto en la probabilidad de que el sujeto bajo
analisis recupere peso, al tiempo que explica el grado de redundancia entre las caracteristicas incluidas en el
subconjunto Los beneficios de la seleccion de subconjuntos de caracteristicas incluyen facilitar la visualizacion y
comprension de datos, reducir los requisitos de medicion y almacenamiento, reducir los tiempos de capacitacion y
utilizacion, y eliminar las funciones de distraccion para mejorar la clasificacion.

Dos métodos basicos para los algoritmos de seleccion de subconjuntos son el proceso de agregar caracteristicas a
un subconjunto de trabajo (seleccién hacia adelante) y eliminar del subconjunto actual de caracteristicas (eliminacion
hacia atras). En el aprendizaje automatico, la seleccién hacia adelante se realiza de manera diferente que el
procedimiento estadistico con el mismo nombre. La caracteristica que se agregara al subconjunto actual en el
aprendizaje automatico se encuentra al evaluar el rendimiento del subconjunto actual aumentado por una nueva
caracteristica mediante validacion cruzada. En la selecciéon hacia adelante, los subconjuntos se crean agregando
cada caracteristica restante a su vez al subconjunto actual mientras se evalla el rendimiento esperado de cada
nuevo subconjunto mediante validacion cruzada. La caracteristica que conduce al mejor rendimiento cuando se
agrega al subconjunto actual se conserva y el proceso continda. La busqueda finaliza cuando ninguna de las
caracteristicas disponibles restantes mejora la capacidad predictiva del subconjunto actual. Este proceso encuentra
un conjunto local éptimo de caracteristicas.

La eliminacién hacia atras se realiza de manera similar. Con la eliminacién hacia atras, la busqueda finaliza cuando
una mayor reduccion en el conjunto de caracteristicas no mejora la capacidad predictiva del subconjunto. Las
realizaciones presentes contemplan algoritmos de busqueda que buscan hacia adelante, hacia atrds o en ambas
direcciones. Los ejemplos representativos de algoritmos de busqueda adecuados para las presentes realizaciones
incluyen, sin limitacién, busqueda exhaustiva, escalada codiciosa, perturbaciones aleatorias de subconjuntos,
algoritmos envolventes, busqueda de competencia probabilistica, busqueda de esquemas, busqueda de
competencia por intervalo y clasificador bayesiano.

Un arbol de decisidon es un algoritmo de soporte de decision que forma una ruta légica de pasos involucrados en
considerar la entrada para tomar una decision.

La expresion "arbol de decision" se refiere a cualquier tipo de algoritmos de aprendizaje arbdéreo, incluidos entre
otros, arboles modelo, arboles de clasificacion y arboles de regresion.

Se puede usar un arbol de decision para clasificar las bases de datos o su relacion jerarquicamente. El arbol de
decision tiene una estructura de arbol que incluye nodos rama y nodos hoja. Cada nodo rama especifica un atributo
(atributo de division) y una prueba (prueba de divisién) que se llevara a cabo sobre el valor del atributo de division, y
se ramifica a otros nodos para todos los resultados posibles de la prueba de divisién. El nodo rama que es la raiz del
arbol de decision se llama nodo raiz. Cada nodo hoja puede representar una clasificacion (p. ej., si una parte
determinada de la base de datos del grupo coincide con una parte determinada de la base de datos especifica del
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sujeto) o un valor (p. €j., a predijo la probabilidad de que el sujeto bajo analisis recupere peso). Los nodos hoja
también pueden contener informacioén adicional sobre la clasificacion representada, como una puntuacion de
confianza que mide la confianza en la clasificacion representada (es decir, la probabilidad de que la clasificacion sea
precisa). Por ejemplo, la puntuacion de confianza puede ser un valor continuo que varia de 0 a 1, cuya puntuacion
de 0 indica una confianza muy baja (p. €j., el valor de indicacién de la clasificacion representada es muy bajo) y una
puntuacion de 1 que indica una confianza muy alta (p. €j., la clasificacion representada es casi seguro precisa).

Las maquinas de vectores soporte son algoritmos que se basan en la teoria del aprendizaje estadistico. Una
magquina de vectores soporte (MVS) segun algunas realizaciones puede usarse con fines de clasificacion y/o para
prediccion numérica. Una maquina de vector soporte para clasificacion se denomina en la presente memoria
"clasificador de vector soporte", maquina de vector soporte para prediccion numérica se denomina en la presente
memoria "regresion de vector soporte".

Una MVS se caracteriza generalmente por una funcién del nucleo, cuya seleccion determina si la MVS resultante
proporciona clasificacion, regresion u otras funciones. Mediante la aplicacion de la funcidn del nucleo, la MVS asigna
vectores de entrada en un espacio de caracteristicas de gran dimension, en donde se puede construir una hiper-
superficie de decision (también conocida como separador) para proporcionar clasificacion, regresion u otras
funciones de decision. En el caso mas simple, la superficie es un hiperplano (también conocido como separador
lineal), pero también se contemplan separadores mas complejos y se pueden aplicar utilizando las funciones del
nucleo. Los puntos de datos que definen la hipersuperficie se denominan vectores soporte.

El clasificador de vector soporte selecciona un separador donde la distancia del separador desde los puntos de
datos mas cercanos es lo mas grande posible, separando asi los puntos de vector de caracteristica asociados a
objetos en una clase dada de los puntos de vector de caracteristica asociados a objetos fuera de la clase. Para la
regresion del vector soporte, se construye un tubo de gran dimensién con un radio de error aceptable que minimiza
el error del conjunto de datos al tiempo que maximiza la horizontalidad de la curva o funcion asociada. En otras
palabras, el tubo es una envoltura alrededor de la curva de ajuste, definida por una coleccidon de puntos de datos
mas cercanos a la curva o superficie.

Una ventaja de una maquina de vectores soporte es que una vez que se han identificado los vectores soporte, las
observaciones restantes pueden eliminarse de los calculos, reduciendo asi en gran medida la complejidad
informatica del problema. Un MVS generalmente opera en dos fases: una fase de entrenamiento y una fase de
prueba. Durante la fase de entrenamiento, se genera un conjunto de vectores soporte para su uso en la ejecucion de
la regla de decision. Durante la fase de prueba, las decisiones se toman utilizando la regla de decision. Un algoritmo
de vector soporte es un método para entrenar una MVS. Mediante la ejecucion del algoritmo, se genera un conjunto
de parametros de entrenamiento, incluidos los vectores soporte que caracterizan la MVS. Un ejemplo representativo
de un algoritmo de vector soporte adecuado para las presentes realizaciones incluye, sin limitacion, optimizacion
secuencial minima.

El algoritmo del operador de contraccién y seleccion menos absoluta (LASSO) es un algoritmo de contraccion y/o
seleccion para la regresion lineal. El algoritmo LASSO puede minimizar la suma habitual de errores al cuadrado, con
una regularizacion, que puede ser una regularizacion de la norma L1 (un limite en la suma de los valores absolutos
de los coeficientes), una regularizacion de la norma L2 (un limite en la suma de los cuadrados de los coeficientes) y
similares. El algoritmo LASSO puede estar asociado a un umbral suave de coeficientes de ondicula, regresion por
etapas hacia adelante y métodos de refuerzo. El algoritmo LASSO se describe en el documento: Tibshirani, R,
Regression, Shrinkage and Selection a través de Lasso, J. Royal. Statisc. Soc. B., vol. 58, n° 1, 1996, paginas 267-
288.

Una red bayesiana es un modelo que representa variables e interdependencias condicionales entre variables. En
una red bayesiana, las variables se representan como nodos, y los nodos pueden conectarse entre si mediante uno
o mas enlaces. Un enlace indica una relacion entre dos nodos. Los nodos suelen tener tablas de probabilidad
condicional correspondientes que se utilizan para determinar la probabilidad de un estado de un nodo dado el estado
de otros nodos a los que esta conectado el nodo. En algunas realizaciones, se emplea un algoritmo clasificador
optimo de Bayes para aplicar al maximo una hipdtesis a posteriori a un nuevo registro con el fin de predecir la
probabilidad de su clasificaciéon, asi como para calcular las probabilidades de cada una de las demas hipotesis
obtenidas de un conjunto de entrenamiento y usar estas probabilidades como factores de ponderacion para futuras
predicciones sobre la probabilidad de que un sujeto recupere peso. Un algoritmo adecuado para la busqueda de la
mejor red bayesiana, incluye, sin limitacion, el algoritmo basado en métrica de puntuacion global. En un enfoque
alternativo para construir la red, se puede emplear la manta de Markov. La manta de Markov aisla a un nodo de que
se vea afectado por cualquier nodo fuera de su limite, que esta compuesto por los padres del nodo, sus hijos y los
padres de sus hijos.

Los algoritmos basados en ejemplos generan un nuevo modelo para cada ejemplo, en lugar de basar las
predicciones en arboles o redes generados (una vez) a partir de un conjunto de entrenamiento.
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El término "ejemplo”, en el contexto del aprendizaje automatico, se refiere a un ejemplo de una base de datos.

Los algoritmos basados en ejemplos generalmente almacenan toda la base de datos en la memoria y construyen un
modelo a partir de un conjunto de registros similares a los que se estan probando. Esta similitud se puede evaluar,
por ejemplo, a través del método de vecino mas cercano o ponderado localmente, p. e€j., utilizando distancias
euclidianas. Una vez seleccionado un conjunto de registros, el modelo final se puede construir usando varios
algoritmos diferentes, como el Bayes sencillo.

Ademas de predecir la probabilidad de que un sujeto recupere peso después de un producto de pérdida de peso, el
presente método también puede usarse para determinar la eficacia de un adyuvante dietético.

Por lo tanto, segun otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para controlar la eficacia de
un auxiliar de dieta en un sujeto:

(a) tratando al sujeto con un adyuvante dietético; y

(b) analizando la presencia o la cantidad de al menos un microbio y/o producto del mismo, en donde se altera una
cantidad de al menos un microbio o producto del mismo durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto
para alcanzar una cantidad representativa de un sujeto obeso y ademas en donde la cantidad de al menos un
microbio se mantiene al nivel que sigue al programa de pérdida de peso;

en donde la cantidad o la presencia del al menos un microbio o producto del mismo es indicativo de la eficacia de un
adyuvante dietético.

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "adyuvante dietético" se refiere a un agente, procedimiento o
actividad que ayuda a la reduccién de peso.

El agente dietético puede ser un alimento, un producto quimico, un agente nutracéutico, un agente farmacéutico.
El procedimiento puede ser un procedimiento quirdrgico.
Un ejemplo de una actividad es un régimen de ejercicio.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay un aumento en la cantidad (p. €j., al menos en un 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) de al menos un microbio (y/o producto del mismo), que
disminuye durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad representativa de un
sujeto obeso y en donde el microbio se mantiene a ese nivel después del programa de pérdida de peso, es indicativo
de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay un aumento (p. €j., al menos en un 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos 20 microbios (y/o productos de los mismos),
que se regulan negativamente durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad
representativa de un sujeto obeso y en donde los microbios se mantienen a ese nivel después del programa de
pérdida de peso, es indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay un aumento (p. €j., en al menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos 50 microbios (y/o productos de los mismos), que
disminuyen durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad representativa de
un sujeto obeso y en donde los microbios se mantienen a ese nivel después del programa de pérdida de peso, es
indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay un aumento (p. €j., de al menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos 100 microbios (y/o productos de los mismos), que
disminuyen durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad representativa de
un sujeto obeso y en donde los microbios se mantienen a ese nivel después del programa de pérdida de peso, es
indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay una disminucion (p. €j., al menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos un microbio (y/o producto del mismo), que se
incrementa durante un periodo previo de aumento de peso del sujeto para alcanzar una cantidad representativa de
un sujeto obeso y en donde el microbio se mantiene a ese nivel después del programa de pérdida de peso, es
indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay una disminucion (p. €j., al menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos 20 microbios (y/o productos de los mismos), que se
incrementan durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para alcanzar una cantidad representativa de
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un sujeto obeso y en donde los microbios se mantienen a ese nivel después del programa de pérdida de peso, es
indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay una disminucion (p. €j., en al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos 50 microbios (y/o productos de los mismos),
que se incrementan durante un periodo previo de aumento de peso del sujeto para alcanzar una cantidad
representativa de un sujeto obeso y en donde los microbios se mantienen a ese nivel después del programa de
pérdida de peso, es indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Segun este aspecto de la presente descripcion, cuando hay una disminucion (p. €j., al menos en un 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) en la cantidad de al menos 100 microbios (y/o productos de los mismos),
que se incrementan durante un periodo previo de aumento de peso del sujeto para alcanzar una cantidad
representativa de un sujeto obeso y en donde los microbios se mantienen a ese nivel después del programa de
pérdida de peso, es indicativo de que el adyuvante dietético es eficaz.

Los presentes inventores proponen ademas que es posible reducir el riesgo de aumento de peso en un sujeto
administrando al sujeto agentes que modulan su microbioma de tal manera que su microbioma se vuelva mas similar
a un sujeto que no es obeso, ni sigue una dieta.

Por lo tanto, se proporciona un método para reducir el riesgo de aumento de peso en un sujeto que ha alcanzado un
peso objetivo poniendo en practica un programa de pérdida de peso, comprendiendo el método administrar al sujeto
un agente que altera el microbioma intestinal del sujeto para que la caracteristica del microbioma intestinal se vuelva
mas similar a la caracteristica de un microbioma intestinal de un sujeto que no es obeso que no se haya sometido a
un programa de pérdida de peso, reduciendo asi el aumento de peso en el sujeto.

Segun una realizacion, el agente es el que incrementa al menos un microbio o producto del mismo (que disminuye
durante el aumento de peso y permanece disminuido durante la pérdida de peso posterior).

Los ejemplos de composiciones microbianas contempladas por los presentes inventores incluyen las que estan
relacionadas con la sintesis de nitrato y/o la biosintesis de heptosa.

Por ejemplo, la presente descripcién contempla composiciones microbianas (p. €j., composiciones probidticas), que
proceden del microbioma intestinal de un sujeto sano que no tiene sobrepeso (p. €j., tiene un IMC entre 18,5 — 24,9)
y ademas que no se ha sometido un programa de pérdida de peso (p. €j., en el ultimo afio, preferiblemente los
Ultimos dos afios).

Como se emplea en la presente memoria, el término "probiodtico" se refiere a cualquier tipo microbiano que esta
relacionado con beneficios para la salud en un organismo anfitrion y/o reduccién del riesgo y/o sintomas de una
enfermedad, trastorno, afeccion o episodio en un organismo anfitrion. En algunas realizaciones, los probidticos se
formulan en un producto alimenticio, alimento funcional o nutracéutico. En algunas realizaciones, los probitticos son
tipos de bacterias.

Las composiciones microbianas pueden ser estadisticamente similares de manera significativa a un microbioma de
un sujeto no obeso que no se ha sometido a un programa de pérdida de peso (p. €j., en el Ultimo afio,
preferiblemente los ultimos dos afios).

Las composiciones microbianas pueden tomarse de una muestra de microbiota del sujeto no obeso, que no se ha
sometido a un programa de pérdida de peso.

Una muestra de microbiota comprende una muestra de microbios y/o componentes o productos de los mismos de un
microbioma.

Alternativamente, la composicién microbiana se puede crear artificialmente afiadiendo cantidades conocidas de
diferentes microbios.

Se apreciara que la composicion microbiana que procede de la muestra de microbiota de un sujeto que no es obeso
puede manipularse antes de la administracion aumentando la cantidad de una cepa particular o agotando de la
cantidad de una cepa determinada. Alternativamente, las composiciones microbianas se tratan de tal manera que no
alteren el equilibrio relativo entre las especies microbianas y los taxones comprendidos en ellas.

En algunas realizaciones, la composicién microbiana se expande ex vivo usando métodos de cultivo conocidos
antes de la administracion. En otras realizaciones, la composicion microbiana no se expande ex vivo antes de la
administracion.

Segun una realizacion, la composicién microbiana no procede del material fecal.
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Segun todavia ofra realizacion, la composicion microbiana esta desprovista (o comprende solo pequefias
cantidades) de material fecal (p. €j., fibra).

El microorganismo probiotico puede estar en cualquier forma adecuada, por ejemplo en forma seca en polvo.
Ademas, el microorganismo probidtico puede haber sido procesado para aumentar su supervivencia. Por ejemplo, el
microorganismo puede estar recubierto o encapsulado en un polisacarido, grasa, almidon, proteina o en una matriz
de azucar. Se pueden usar técnicas de encapsulaciéon convencionales conocidas en la técnica. Por ejemplo, pueden
utilizarse las técnicas expuestas en la patente de EE.UU. n° 6.190.591.

Segun una realizacion particular, la composicion de microorganismos probitticos se formula en un producto
alimenticio, alimento funcional o nutracéutico.

En algunas realizaciones, un producto alimenticio, alimento funcional o nutracéutico es o comprende un producto
lacteo. En algunas realizaciones, un producto lacteo es o comprende un producto de yogur. En algunas
realizaciones, un producto lacteo es o comprende un producto de la leche.

En algunas realizaciones, un producto lacteo es o comprende un producto de queso. En algunas realizaciones, un
producto alimenticio, alimento funcional o nutracéutico es o comprende un zumo u otro producto derivado de fruta.
En algunas realizaciones, un producto alimenticio, alimento funcional o nutracéutico es o comprende un producto
derivado de vegetales. En algunas realizaciones, un producto alimenticio, un alimento funcional o nutracéutico es o
comprende un producto en grano, que incluye entre otros a cereales, galletas, pan y/o avena. En algunas
realizaciones, un producto alimenticio, alimento funcional o nutracéutico es o comprende un producto de arroz. En
algunas realizaciones, un producto alimenticio, alimento funcional o nutracéutico es o comprende un producto
carnico.

Como se ha mencionado, los presentes inventores proponen ademas administrar metabolitos de microbios como un
sustituto de los propios microbios.

Ejemplos de metabolitos que pueden proporcionarse incluyen, entre otros, flavonoides, tales como apigenina y/o
naringenina.

Antes de la administracion del probidtico o metabolito, el sujeto puede tratarse previamente con un agente que
reduce el numero de microbios que se producen de forma natural en el microbioma (p. €j., por tratamiento con
antibiodticos). Segun una realizacion particular, el tratamiento elimina significativamente la microflora intestinal natural
en al menos 20%, 30% 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o incluso 90%.

En otras realizaciones mas, el agente es el que reduce el ursodesoxicolato, glicocolato, fenilacetato y/o heptanoato.

Segun otra realizacion, el agente es el que hace disminuir al menos un microbio o producto del mismo (que se
incrementa durante el aumento de peso y permanece disminuido durante la pérdida de peso posterior).

Por lo tanto, los presentes inventores contemplan el uso de agentes antibidticos para evitar la recuperacion de peso.

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "agente antibidtico" se refiere a un grupo de sustancias
quimicas, aisladas de fuentes naturales o derivadas de agentes antibidticos aislados de fuentes naturales, que
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o destruir bacterias. Los ejemplos de agentes antibioticos incluyen, entre
otros a: Amikacina; Amoxicilina; Ampicilina; Azitromicina; Azlocilina; Aztreonam; Aztreonam; Carbenicilina; Cefaclor;
Cefepima; Cefetamet; Cefinetazol; Cefixima; Cefonicida; Cefoperazona; Cefotaxima; Cefotetano; Cefoxitina;
Cefpodoxima; Cefprozil; Cefsulodina; Ceftazidima; Ceftizoxima; Ceftriaxona; Cefuroxima; Cefalexina; Cefalotina;
Cetromicina; Cloranfenicol; Cinoxacina; Ciprofloxacina; Claritromicina; Clindamicina; Cloxacilina; Co-
amoxiclavuanate; Dalbavancina; Daptomicina; Dicloxacilina; Doxiciclina; Enoxacina; Estolato de eritromicina;
Eritromicina etil succinato; Glucoheptonato de eritromicina; Lactobionato de eritromicina; Estearato de eritromicina;
Eritromicina; Fidaxomicina; Fleroxacina; Gentamicina; Imipenem; Kanamicina; Lomefloxacina; Loracarbef; Meticilina;
Metronidazol; Mezlocilina; Minociclina; Mupirocina; Nafcilina; Acido nalidixico; Netilmicina; Nitrofurantoina;
Norfloxacina; Ofloxacina; Oxacilina; Penicilina G; Piperacilina; Retapamulina; Rifaxamina, Rifampicina;
Roxitromicina; Estreptomicina; Sulfametoxazol; Teicoplanina; Tetraciclina; Ticarcilina; Tigeciclina; Tobramicina;
Trimetoprima; Vancomicina; combinaciones de Piperacilina y Tazobactam; y sus diversas sales, acidos, bases y
otros derivados. Los antibidticos antibacterianos incluyen, entre otros, aminoglucésidos, los carbacefem, los
carbapenem, cefalosporinas, cefamicinas, fluoroquinolonas, glucopéptidos, lincosamidas, macrélidos,
monobactamas, penicilinas, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas.

En una realizacion, el antibiético es un antibiético de amplio espectro (p. €j., vancomicina, neomicina, ampicilina y
metronidazol).

En otra realizacion, el antibiético es un antibiético de espectro estrecho.
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Los agentes antibacterianos incluyen también péptidos antibacterianos. Los ejemplos incluyen entre otros a
abaecina; andropina; apidaecinas; bombinina brevininas; buforina Il; CAP18; cecropinas; ceratotoxina; defensinas;
dermaseptina; dermcidina; drosomicina; esculentinas; indolicidina; LL37; magainina; maximum HS5; melitina; moricina
profenina protegrina; y / o taquiplesinas.

Segun realizaciones particulares, el agente antibidtico reduce una cantidad y/o actividad de bacterias de la clase
Mollicutes o del orden Bacteroidales.

Se apreciara que el método descrito anteriormente para reducir el riesgo o la recuperacion de peso puede realizarse
de manera personalizada o no personalizada. Como terapia personalizada, el método incluye una etapa para
determinar una cantidad o presencia de al menos un microbio y/o producto del mismo en un microbioma intestinal
del sujeto, en donde la cantidad de al menos un microbio se altera durante un periodo previo de aumento de peso
del sujeto para alcanzar un nivel representativo de un sujeto obeso y ademas en donde la cantidad de al menos un
microbio se mantiene al nivel que sigue al programa de pérdida de peso.

Los agentes que se administran se adaptan de acuerdo con los resultados del analisis, en donde se administra un
agente que incrementa al menos un microbio o producto del mismo que disminuye durante el periodo de aumento de
peso antes o se administra un agente que disminuye un microbio o producto del mismo que se incrementa durante el
periodo anterior de aumento de peso.

Como se emplea en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a £+ 10%.

Los términos y expresiones "comprende”, "que comprende”, "incluye", "incluido", "que tiene" y sus conjugados
significan "incluidos entre otros".

La expresion "que consiste en" significa "que incluye y limitado a™.

La expresion "que consiste esencialmente en" significa que la composicion, método o estructura puede incluir
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, etapas y/o partes adicionales no alteran
materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la composicién, método o estructura reivindicada.

Como se emplea en la presente memoria, la forma singular "un”, "una" y "el", "la" incluyen referencias a los plurales
a menos que el contexto claramente dicte otra cosa. Por ejemplo, la expresién "un compuesto" o "al menos un
compuesto" puede incluir numerosos compuestos, incluidas las mezclas de los mismos.

En toda esta solicitud, se pueden presentar diversas realizaciones en un formato de intervalo. Debe entenderse que
la descripcion en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no debe interpretarse como una
limitacién inflexible en el alcance de la invencion. Por consiguiente, se debe considerar que la descripcion de un
intervalo ha descrito especificamente todos los subintervalos posibles, asi como cada uno de los valores numéricos
dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debe considerar que la descripcion de un intervalo como del 1 al 6 debe
considerarse que tiene especificamente subintervalos tales como del 1 al 3, del 1 al 4, del 1 al 5, del 2 al 4, del 2 al
6, del 3 a 6, etc., asi como cada uno de los nimeros dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5y 6. Esto se
aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Siempre que se indique un intervalo numérico en la presente memoria, significa que incluye cualquier numero citado
(fraccionado o entero) dentro del intervalo indicado. Las frases "que oscila/oscila entre" un primer nimero de
indicacion y un segundo numero de indicacion y "que oscila/oscila entre" un primer numero de indicacion "a" un
segundo numero de indicacién se usan indistintamente en la presente memoria y significan que incluyen el primer y

el segundo numeros indicados y todos los numeros fraccionarios y enteros entre ellos.

Como se emplea en la presente memoria, el término "método" se refiere a maneras, medios, técnicas y
procedimientos para realizar una tarea dada que incluye, entre otros, esas maneras, medios, técnicas y
procedimientos conocidos o desarrollados facilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos de profesionales de las técnicas quimicas, farmacoldgicas, biologicas, bioquimicas y médicas.

Como se emplea en la presente memoria, el término "tratar" incluye suprimir, inhibir, ralentizar o invertir
sustancialmente la evolucién de una afeccion, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos o estéticos de una
afeccion o evitar sustancialmente la aparicion de sintomas clinicos o estéticos de una afeccion.

Cuando se hace referencia a listados de secuencias determinados, debe entenderse que dicha referencia también
abarca secuencias que corresponden sustancialmente a su secuencia complementaria que incluye variaciones de
secuencia menores, que resultan de, p. €j., errores de secuencia, errores de clonacion u otras alteraciones en
sustitucién de bases, eliminaciéon de bases o adicién de bases, siempre que la frecuencia de dichas variaciones sea
menor que 1 en 50 nucledtidos, alternativamente, menor que 1 en 100 nucledtidos, alternativamente, menor que 1
en 200 nucledtidos, alternativamente, menor que 1 en 500 nucleétidos, alternativamente, menos de 1 en 1.000
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nucledtidos, alternativamente, menos de 1 en 5.000 nucledtidos, alternativamente, menos de 1 en 10.000
nucleoétidos.

Se aprecia que determinadas caracteristicas que, por claridad, se describen en el contexto de realizaciones
separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion. Por el contrario, varias
caracteristicas que, por brevedad, se describen en el contexto de una sola realizacién, también se pueden
proporcionar por separado o en cualquier subcombinacion adecuada o como sea adecuada en cualquier otra
realizacion descrita. Determinadas caracteristicas descritas en el contexto de diversas realizaciones no deben
considerarse caracteristicas esenciales de esas realizaciones, a menos que la realizaciéon no funcione sin esos
elementos.

Diversas realizaciones y aspectos descritos anteriormente en la presente memoria y reivindicados en el apartado de
reivindicaciones a continuacion encuentran apoyo experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace referencia a continuacion a los ejemplos siguientes, que junto con las descripciones anteriores ilustran
algunas realizaciones de la invencién de una manera no restrictiva.

Generalmente, la nomenclatura utilizada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioguimicas, microbioldgicas y de ingenieria genética. Dichas
técnicas se explican a fondo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual"
Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" volumenes I-1ll Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel
et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA",
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", vols. 1-4,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias expuestas en las Pat. de EE.UU. n°
4.666.828; n° 4.683.202; n° 4.801.531; n° 5.192.659 y n°® 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook",
volumenes I-lll Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" por Freshney, Wiley-
Liss, N. Y. (1994), 32 edicion; "Current Protocols in Immunology” volumenes I-1ll Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al.
(eds), "Basic and Clinical Immunology" (82 Edition), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds),
"Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980); los inmunoanalisis
disponibles estan extensamente descritos en la patente y bibliografia cientifica, véanse, por ejemplo, las Pat. de
EE.UU. n° 3.791.932; n° 3.839.153; n° 3.850.752; n° 3.850.578; n° 3.853.987; n° 3.867.517; n°® 3.879.262; n°
3.901.654; n° 3.935.074; n° 3.984.533; n° 3.996.345; n° 4.034.074; n° 4.098.876; n° 4.879.219; n° 5.011.771 y n°
5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins
S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture"
Freshney, R. I, ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular
Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology" vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To
Methods And Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein
Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996). Otras referencias generales se
proporcionan en todo este documento. Los procedimientos en él se consideran bien conocidos en la técnica y se
proporcionan para la conveniencia del lector.

Materiales y métodos

Ratones: Se compraron ratones C57B1/6 de Harlan y se dejaron aclimatar al entorno de la instalacion de animales
durante 2 semanas antes de utilizarse para experimentacion. Los ratones exentos de gérmenes Swiss Webster no
consanguineos nacieron en las instalaciones sin gérmenes del Instituto Weizmann y se controlé la esterilidad de
manera rutinaria. Para los experimentos de trasplante fecal, se volvieron a poner en suspension 100 mg de heces en
1 ml de PBS, se homogeneizaron y se filtraron a través de un filtro de 70 ym. Los ratones receptores se calibraron
con 200 ul del filtrado.

En todos los experimentos, se usaron ratones machos de la misma edad. Los ratones tenian 8 semanas de edad al
comienzo de los experimentos. Para el tratamiento con antibiéticos, a los ratones se les administré una combinacién
de vancomicina (1 g/l), ampicilina (1 g/l), kanamicina (1 g/l) y metronidazol (1 g/l) en su bebida. Todos los antibiéticos
se adquirieron en Sigma Aldrich y se administraron durante los periodos de tiempo indicados.

Se recogieron muestras de heces frescas y sobre la base de cada uno de los ratones. Se recogieron muestras de
heces frescas en tubos, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido tras la recoleccion y se almacenaron a -
80°C hasta el aislamiento del ADN.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el IACUC local.

Prueba de tolerancia a la glucosa: Se dejaron en ayunas los ratones durante 6 horas y posteriormente se
administraron 200 yl de una solucion de 0,2 g/ml de glucosa (JT Baker) mediante sonda oral. Se determiné la
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glucemia a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la prueba de provocacion con glucosa (medidor de
glucemia Contour™, Bayer, Suiza).

Diagnéstico por la imagen por resonancia magnética: Se anestesiaron los ratones con isofluorano (5% para
induccién, 1-2% para mantenimiento) mezclados con oxigeno (1 litro/min) y se administraron a través de una
mascara nasal. Una vez anestesiados, los animales se colocaron en un soporte para la cabeza para asegurar una
colocacién reproducible dentro del iman. Se control6 la frecuencia respiratoria y se mantuvo durante todo el periodo
experimental alrededor de 60-80 respiraciones por minuto. Los experimentos de IMR se realizaron en el sistema 9.4
Tesla BioSpec Magnet 94/20 USR (Bruker, Alemania) equipado con un sistema de bobinas de gradiente capaz de
producir un gradiente de pulso de hasta 40 gauss/cm en cada una de las tres direcciones. Todas las imagenes de
RM se obtuvieron con una bobina de resonancia en cuadratura (Bruker). El protocolo de IMR incluyé dos conjuntos
de imagenes de RM ponderadas en T2 coronal y axial de multiples cortes. Las imagenes ponderadas en T2 se
obtuvieron utilizando la secuencia RARE multicorte (TR = 2.500 ms, TE = 35 ms, Factor RARE = 8), con un tamafio
de matriz de 256 x 256, cuatro promedios, correspondientes a un tiempo de adquisicion de imagen de 2 minutos y
40 segundos por conjunto. El primer conjunto se uso para obtener 21 cortes axiales con un espesor de corte de 1,00
mm (sin hueco). El campo de vision se selecciono con 4,2 x 4,2 cm?. El segundo conjunto se utilizo para obtener 17
cortes coronales con un espesor de corte de 1,00 mm (sin hueco). EI campo de visién se selecciono con 7,0 x 5,0 cm?.

La grasa total y la masa magra de los ratones se midieron con EchoMRI-100™ (Echo Medical Systems, Houston,
TX).

Mediciones metabdlicas: La ingesta de alimentos y la actividad locomotora se midieron usando el sistema
PhenoMaster (TSE-Systems, Bad Homburg, Alemania), que consiste en una combinacién de detectores de
alimentacion sensibles para la medicion automatizada y un sistema de control de actividad basado en un haz de luz
detecta y registra los movimientos ambulatorios, incluidos el trepado y ascenso, en cada jaula. Todos los parametros
se midieron de forma continua y simultanea. Los ratones fueron entrenados alojados individualmente en jaulas
idénticas antes de la adquisicion de datos.

Se midieron las concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total y lipoproteina de alta densidad (HDL) en
suero de raton con el SpotChem EZ Chemistry Analizer (Arkray, Japon).

Se midieron las concentraciones de leptina (Mouse Leptin DUO set, R&D Systems) e insulina (Ultra-sensitive mouse
insulin ELISA kit, Crystal Chem) en el suero usando ELISA segun las instrucciones del fabricante.

Citometria de flujo: Se obtuvo la fraccidon estromal-vascular del tejido adiposo blanco visceral. Las células aisladas
se lavaron con PBS frio y se volvieron a poner en suspension en PBS que contenia BSA al 1% para la tincion directa
de la superficie celular. Las suspensiones monocelulares se tifieron con anticuerpos durante 30 minutos en hielo
frente a CD45, F4/80, CD11b, TCRB y NK1.1 (todos obtenidos de Biolegend). Las células tefiidas se analizaron en
un citdmetro BD-LSRFortessa y se analizaron con el programa informatico FlowJo.

Anadlisis taxonémico del microbiota: Las muestras fecales congeladas se procesaron para aislamiento de ADN
utilizando el kit MoBio PowerSoil segun las instrucciones del fabricante. Para la amplificacion por PCR del gen 16S
ARNI, se us6 1 ng del ADN fecal purificado para la amplificacion por PCR. Se generaron amplicones que abarcan la
region variable 1/2 (V1/2) del gen 16S de ARNr utilizando los siguientes cebadores con cédigo de barras: Directo
5-XXXXXXXXAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (SEQ ID n°: 1), Inverso 5-TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’ (SEQ ID
n°: 2), donde X representa una base de codigo de barras. Posteriormente, las reacciones se agruparon y limpiaron
(kit de limpieza de PCR, Promega), y los productos de PCR se secuenciaron luego en un lllumina MiSeq en un
método de extremo emparejado de 500 pb. Las lecturas se procesaron a continuacion utilizando la tuberia de
andlisis QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, www(dot)giime(dot)org) como ha descrito Caporaso, J.
G. et al. Nature methods 7, 335-336, doi: 10.1038/nmeth.f.303 (2010); Elinav, E. et al. Cell 145, 745-757, doi:
10.1016/j.cell.2011.04.022 (2011). En resumen, los archivos de calidad fasta y un archivo cartografico que indica la
secuencia del cédigo de barras correspondiente a cada muestra se usaron como entradas, las lecturas se dividieron
por muestras segun el codigo de barras, se realizd una clasificacion taxonémica utilizando el clasificador RDP y se
cred una tabla OTU. Se empled cartografia OTU de referencia cerrada utilizando la base de datos Greengenes. Se
utilizé rarefaccion para excluir muestras con recuento insuficiente de lecturas por muestra. Las secuencias que
comparten el 97% de identidad de secuencia de nucledtidos en la region V2 se agruparon en unidades taxonémicas
operativas (97% ID OTU). Para la diversidad beta, las mediciones unifrac ponderadas se representaron graficamente
segun las dos coordenadas principales basadas en 10.000 lecturas por muestra. Las tablas OTU utilizadas para
nuestros analisis estan disponibles en linea.

Cartografia de secuencia metagendémica: Se cartografiaron lecturas de secuenciacion lllumina para un catalogo de
genes microbianos intestinales® usando cartografiador GEM3® con los siguientes parametros: -m 0:08 - s 0 -q
offset33- gemqualitythreshold 26.
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Asignacion funcional: Las lecturas cartografiadas para el catadlogo de genes microbianos intestinales se les asigné
una KEGG?®37, Posteriormente, los genes se cartografiaron a médulos y rutas KEGG. Para el analisis de la ruta
KEGG, solo se incluyeron las rutas cuya cobertura de genes era superior a 0,2. La asignacion bacteriana a las rutas
metabdlicas se realizd mediante la cartografia de lecturas metagendmicas a genes de los respectivos médulos
metagenomicos. Las lecturas cartografiadas se extrajeron y se recartografiaron en una base de datos de genomas
bacterianos. Las lecturas que se cartografiaron con éxito se agruparon en géneros, y las que no se cartografiaron se
marcaron como "desconocidas".

Estudio de metabolémica: Se recogieron muestras fecales, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80°C. Metabolon Inc. realizé la preparacion y el analisis de la muestra. Las muestras se prepararon
usando el sistema automatizado MicroLab STAR® de (Hamilton). Para eliminar proteinas, se disocian pequefias
moléculas unidas a proteinas o atrapadas en la matriz de proteinas precipitadas, y para recuperar metabolitos
quimicamente diversos, las proteinas se precipitaron con metanol. El extracto resultante se dividid en cinco
fracciones: una para el analisis por UPLC-MS/MS con ionizaciéon por electropulverizacion en modo de iones
positivos, otra para el analisis por UPLC-MS/MS con ionizacién por electropulverizacion en modo de iones negativos,
otra para plataforma polar LC, otra para analisis por GC-MS, y otra muestra se reservo para copia de seguridad. Las
muestras se colocaron brevemente en un TurboVap® (Zymark) para eliminar el disolvente organico. Para LC, Las
muestras se almacenaron durante la noche bajo nitrégeno antes de la preparacion para el analisis. Para GC, cada
muestra se sec6 al vacio durante la noche antes de la preparacién para su analisis.

Extraccion de datos e identificacion de compuestos: Se extrajeron los datos en bruto, se identificaron los picos y se
procesaron con QC usando el equipo y programa informatico de Metabolon. Los compuestos se identificaron por
comparacién con las entradas a la biblioteca de patrones purificados o entidades desconocidas recidivantes.
Cuantificacion de metabolitos y normalizacion de datos: se cuantificaron los picos utilizando el area bajo la curva.
Para los estudios que abarcan varios dias, se realizé una etapa de normalizacion de datos para corregir la variacion
resultante de las diferencias de ajuste entre dias del instrumento. El analisis estadistico se realizd mediante la
prueba de la t para dos muestras de Welch. Para las pruebas de significacion estadistica, se dan valores p y los
valores q para la cantidad de 0,05 es la tasa de falsos positivos.

Analisis estadistico: Los datos se expresan como media + SEM. Los valores de p <0,05 se consideraron
significativos. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Se realizaron comparaciones entre dos grupos por la
prueba de la t de Student de dos colas a menos que se especifique lo contrario. La comparacién entre multiples
grupos se realizé6 mediante ANOVA, y se utilizé la prueba de la U de Mann-Whitney para corregir comparaciones
multiples.

Clasificacion de los antecedentes de obesidad: Se predijeron los antecedentes de obesidad del raton utilizando la
Random Forest Classification (sklearn 0.15.2) (Pedregosa et al., 2011) siendo las caracteristicas las abundancias
relativas de las OTU 16S producidas por QIIME. La clasificacion se realizé en validaciéon cruzada dejando uno fuera.

Prediccion de la recuperacion de peso después de la dieta HFD: Se predijo el aumento de peso futuro de los ratones
en la validacion cruzada dejando uno fuera. Para cada raton fuera, primero se aprendié un clasificador del historial
de obesidad y se uso para clasificar el historial de obesidad del raton fuera como se describid anteriormente. A
continuacion, se tomaron ratones con datos de entrenamiento con los mismos antecedentes de obesidad que el
raton fuera, y se aplico la regresion de aumento de gradiente (GBR, sklearn 0.15.2) para aprender un modelo que
predice su recuperacién de peso con la dieta HFD. La entrada a este modelo consiste en las OTU 16S que se
usaron dentro del algoritmo GBR para predecir el aumento de peso.

Anaélisis metagendémico: Los presentes inventores filtraron lecturas metagendmicas que contienen adaptadores
lllumina, filtraron lecturas de baja calidad y bordes de lectura recortados de baja calidad. Detectaron el ADN del
anfitrién cartografiando con GEM (Marco-Sola et al., 2012) al genoma del ratdon con parametros inclusivos, y
eliminaron esas lecturas. Asignaron RA de longitud normalizada de genes, obtenidos por cartografia similar con
GEM al catalogo de referencia de (Li et al., 2014), a las entradas de KEGG Orthology (KO) (Kanehisa y Goto, 2000),
y a continuacion se normalizaron a una suma de 1. Calcularon RA de moédulos KEGG y rutas por suma. Solo
consideraron muestras con lecturas de metagenémica >100K.

Control de calidad de lecturas metagendémicas y eliminacion de ADN del anfitrién: Los presentes inventores aplicaron
Trimmomatic (Bolger et al., 2014) con los siguientes parametros:

ILLUMINACLIP:<Trueseq3 adapters fasta file>:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 MINLEN:50. Eliminaron el ADN
del anfitrion cartografiando al genoma del ratén (mm10, descargado de www.genome (dot)ucsc(dot)edu) y
eliminaron cualquier lectura cartografiada (ver el apartado a continuacion).

Cartografia de lecturas de secuenciacion metagenomica. La cartografia se realizé utilizando el cartografiador GEM
(Marco-Sola et al., 2012) con los siguientes parametros:
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-q offset-33 --gem-quality-theshold 26 -m 0.1 -e 0.1 --min-matched-bases 0.8- max-big-indel-length 15 -s 3 -d’ all' -D
1-v-T 2 -p -E 0.3 --max-extendable-matches 'all' --max-extensions-per-match 5; con la adicion de modificador:

-m ajustado a 0,05 para cartografiar el genoma del raton. Las cartografias resultantes se conservaron siempre que
tuvieran al menos 50 bases coincidentes con una calidad minima de 26.

Caélculo de abundancia relativa del contenido genético. Los presentes inventores cartografiaron las lecturas al
catalogo de referencia integrado del microbioma intestinal humano (Xiao et al., 2014). Para cada gen en el catalogo,
contaron la fraccion de lecturas cartografiadas de cada muestra, se normalizaron por la longitud del gen en
kilobases. Las lecturas asignadas a mas de una posicion se dividieron para que cada posicion recibiera una fraccion
igual de la lectura asignada. Posteriormente asignaron lecturas cartografiadas a las entradas de KEGG Orthology
(KO) (Kanehisa y Goto, 2000) utilizando 1la tabla de anotacion de genes disponible en
www.meta(dot)genomics(dot)cn/. Luego calcularon las abundancias relativas de genes normalizando los genes
KEGG de cada muestra para sumar 1. Para calcular las abundancias de las rutas y médulos KEGG, sumaron la
abundancia relativa de genes en cada ruta y modulo.

Ejemplo 1
Aumento de peso recidivante mejorado después del tratamiento de obesidad

Para estudiar los mecanismos subyacentes al aumento de peso después de la dieta, se utilizd un modelo de
obesidad recidivante en ratones, en el que los ratones se expusieron a ciclos de alimentacién con una alimentacion
de dieta rica en grasas (HFD), interrumpida por el consumo normal de comida (NC) (cycHFD). En consecuencia, en
estos ratones, el aumento de peso y las caracteristicas del sindrome metabdlico se desarrollaron durante la
exposicién a HFD, seguido de la recuperacion y la reduccion de peso durante la exposicion a NC, resultante de un
segundo ciclo de HFD vy los trastornos metabdlicos relacionados. Como referencias, los ratones se alimentaron
continuamente con una HFD, los ratones se alimentaron continuamente una dieta NC y se usaron los ratones que
fueron expuestos a un solo ciclo de HFD (primHFD) (FIG. 1A). Como se observo en seres humanos que hacen dieta
de forma recidivante (3), un ciclo anterior de obesidad-pérdida de peso hizo a los ratones sensibles a un aumento de
peso secundario acelerado y mejorado, incluso después de regresar completamente al peso de referencia (FIG. 1B).
Esta obesidad recidivante se caracterizaba por un aumento en la grasa corporal total determinada por MRI (FIG. 1C-
D), intolerancia a la glucosa mejorada medida por una prueba de tolerancia a la glucosa oral (figuras 1E-F) y niveles
séricos elevados de leptina, colesterol total, lipoproteina de baja densidad (LDL) y triglicéridos (FIG 1G-J) en
comparacién con ratones que presentan una unica exposicion idéntica a HFD.

Ademas, se observaron alteraciones metabolicas agravadas después de un ciclo de aumento de peso/reduccion de
peso cuando la pérdida de peso observada mejoré con farmacos, como se ejemplifica mediante experimentos
usando celastrol, un meturo de quinona recientemente encontrado para inducir la pérdida de peso. En este modelo,
el aumento de peso inducido por el consumo de HFD fue seguido por una 'dieta activa' mediada por celastrol). Tras
el restablecimiento de la HFD, los ratones desarrollaron un aumento de peso secundario agravado (FIG. 1K), en
comparacion con las referencias tratadas con celastrol sin obesidad previa.

Para descartar que este fenémeno estuviera relacionado con factores relacionados con la composicién de la dieta,
mas que con el efecto de las dietas posteriores a la obesidad, se empled un modelo diferente de aumento de peso
recidivante, que utilizaba inhibicion competitiva de la sefializacién de leptina. Recientemente se demostré que los
inhibidores hiperactivos de la leptina alteran la sefalizacion periférica de la leptina y el transporte de leptina al
sistema nervioso central, lo que induce un estado adquirido y reversible de insuficiencia de leptina caracterizado por
hiperfagia y aumento de peso incluso con una dieta normal de comida (13). De hecho, los ratones a los que se
inyect6 el antagonista de leptina durante una semana mientras consumian NC aumentaron significativamente de
peso, y volvieron completamente al peso normal al cesar la inyeccion de antagonista de leptina (FIG. 1J). Como en
los modelos anteriores, tras una segunda prueba de provocacion por el antagonista de la leptina, estos ratones
presentaron una recuperacion de peso mejorada en comparacion con los ratones en exposicion primaria al
antagonista de leptina (FIG. 1J). Juntos, estos experimentos demuestran que un ciclo previo de aumento de peso-
dieta aumenta la predisposicion a un aumento de peso secundario y agravaba sus complicaciones metabdlicas
relacionadas, recapitulando asi el 'efecto yo-yo' de la obesidad recidivante después de la dieta.

Ejemplo 2
Persistencia de una caracteristica del microbioma similar a la memoria después de la pérdida de peso

Dado que el aumento de peso secundario estaba relacionado con trastornos metabdlicos mejorados a pesar de un
retorno completo al peso normal, se supuso que la obesidad inicial habia producido anomalias persistentes que
predisponian a los ratones a la enfermedad metabdlica recidivante al volver a alimentarse con HFD. Por lo tanto, los
presentes inventores realizaron un perfil metabdlico en la fase nadir, es decir, cuando los ratones anteriormente
obesos habian vuelto a su peso original. Sin embargo, a pesar de los marcados trastornos metabdlicos durante la
fase de obesidad, el contenido de grasa corporal, la tolerancia a la glucosa y los niveles de insulina en suero eran
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indistinguibles entre los ratones tras la dieta y sus referencias no en el ciclo (FIG. 2A-D). Del mismo modo, otras
caracteristicas de la obesidad, como la actividad fisica, la ingesta de alimentos y bebidas, el consumo de oxigeno, el
gasto energético, los niveles séricos de leptina y la inflamacion del tejido adiposo volvieron todos a los niveles
normales tras la pérdida de peso. Por el contrario, la composicidon del microbioma intestinal, que habia supuesto un
estado disbidtico durante la obesidad, no volvié a la composicién original incluso después del peso tras la dieta y la
normalizacion metabdlica, y presentd una configuracion intermedia entre los estados disbiético y normal (FIG. 2E).
Asimismo, la diversidad bacteriana se perdié durante el estado obeso, pero no se recuperd a pesar del retorno al
peso normal y la homeostasis metabdlica (FIG. 2F). La persistencia de los efectos inducidos por la obesidad en el
microbioma fue impulsada por multiples taxones bacterianos que no volvieron a los niveles normales tras la pérdida
de peso, incluidos Mollicutes y Bacteroidales (FIG. 2G-H). Ademas, la funcionalidad del microbioma, determinada
por la secuenciacion metagenémica de escopeta, no se recuperé completamente en ratones anteriormente a dieta,
tanto en cuanto el contenido de genes (FIG. 2I-J) como en las funcionalidades KEGG (FIG. 2K-L). Por ejemplo, la
respiracion bacteriana de nitrato y la biosintesis de heptosa se eliminaron de manera persistente en ratones en
ciclos de pérdida-recuperacion de peso (FIG. 2K-L).

Dichas caracteristicas de memoria también se observaron en la microbiota de ratones tratados con celastrol, y en
ratones a los que se les habia administrado un antagonista de leptina para inducir el ciclo del peso, lo que indica que
el efecto de persistencia observado de la disbiosis inducida por la obesidad se aplica a varios modos de aumento de
peso y de tratamiento dietético.

En conjunto, estos datos indican que el microbioma presenta una configuracion similar a la memoria tras la inversion
de la obesidad por el tratamiento dietético, incluso en un estado en donde se alcanza la normalidad metabdlica.

Ejemplo 3
El microbioma alterado persistente conduce al aumento de peso recidivante exagerado

Los presentes inventores a continuacion trataron de investigar si la caracteristica del microbioma posterior a la
obesidad estaba causalmente relacionada con las complicaciones metabdlicas asociadas al aumento de peso
recidivante.

Con este fin, después de un periodo de consumo de HFD, se traté a los ratones con antibiéticos de amplio espectro
(vancomicina, neomicina, ampicilina y metronidazol) durante el siguiente periodo de pérdida de peso (FIG. 3A). En
particular, el tratamiento con antibiéticos durante la dieta abolié la persistencia de una caracteristica de microbioma
posterior a la obesidad al volver al peso normal, determinado por la secuenciacion 16S, y equilibré la composicion de
microbiota entre ratones anteriormente obesos y referencias continuamente delgados (FIG. 3B).
Sorprendentemente, el tratamiento con antibiéticos también eliminé el empeoramiento de los trastornos metabdlicos
al recuperar el peso, incluido el contenido de grasa corporal y la intolerancia a la glucosa, mientras que los ratones
de referencia sin antibidticos que se incluyeron en el mismo experimento mostraron aberraciones metabdlicas
mejoradas en el segundo ciclo de peso (FIG. 3B-F).

Para corroborar ain mas el papel causal del microbioma alterado tras la dieta en la conduccién de un aumento de
peso secundario, se realizaron experimentos de trasplante fecal, en los que la microbiota de ratones anteriormente
obesos (cycHFD) y de referencias fenotipicamente idénticas (NC) se transfirieron a ratones sin gérmenes, que
posteriormente fueron alimentados con una dieta NC o HFD (FIG. 3G). Las diferencias de composicion entre la
microbiota de los ratones y las referencias que anteriormente en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso
persistieron en los receptores sin gérmenes (FIG. 3L). Curiosamente, en condiciones normales de alimentacion, los
ratones sin gérmenes trasplantados con microbioma y después del ciclo presentaron una similar peso y tolerancia a
la glucosa (FIG.3l, J), lo que indica que el microbioma tras la obesidad de por si no contenia propiedades inductoras
de obesidad. Por el contrario, cuando se alimentaba con una HFD, los receptores de la microbiota después del ciclo
de pérdida-recuperacion de peso presentaban un aumento de peso significativamente mayor e intolerancia a la
glucosa en comparacion con los receptores del microbioma de los ratones de referencia (FIG. 3I, J). Por lo tanto, los
receptores sin gérmenes reflejaron con detalle los fenotipos de los ratones donantes, lo que demuestra que la
predisposicién al aumento de peso secundario puede transferirse mediante trasplante fecal e inducir alteraciones
metabdlicas mejoradas, incluso en ausencia de antecedentes de obesidad. Juntos, estos datos sugieren que la
microbiota tras la dieta es tanto necesaria como suficiente para conferir sensibilidad a complicaciones metabdlicas
tras la reexposicion a condiciones inductoras de obesidad.

Para determinar la duracién de la persistencia de las alteraciones del microbioma después de la dieta, la
composicion de la microbiota se controlé cada tres semanas tras el retorno de los ratones en ciclos de pérdida-
recuperacion de peso antes de la normalidad fenotipica (FIG. 3K). Especialmente, solo 21 semanas después del
equilibrio de peso, es decir, un periodo de tiempo mas de cinco veces mas largo que el aumento de peso inicial o el
periodo de dieta, la composicion de la microbiota de los ratones anteriormente en el ciclo se volvio indistinguible de
la de los ratones delgados de la misma edad (FIG. 3L). Especialmente, la recuperacién completa de la composicion
de microbiota estaba relacionada con una recuperacion de peso mejorada tras la reexposicion a HFD (FIG. 3K).
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Juntos, estos resultados demuestran que después de la obesidad y el tratamiento dietético, una configuracion de
microbioma persistente da larga duracidon conduce a una tendencia marcada para una recuperacion exagerada de
peso y trastornos metabolicos relacionados producidos por un segundo periodo de aumento de peso.

Ejemplo 4
Prediccion precisa de la recuperacion de peso después de la dieta mediante parametros de microbiota

Dado el vinculo causal entre el microbioma alterado persistentemente después del aumento de peso en el ciclo y la
dieta y la predisposicion a anomalias metabdlicas secundarias empeoradas, los presentes inventores a continuacion
buscaron desarrollar una estrategia para predecir las probabilidades individuales de experimentar un aumento de
peso recidivante basado en la composicién de microbiota en el periodo "nadir" después de la dieta. Por lo tanto,
idearon un algoritmo de aprendizaje automatizado que realiza una prediccion de dos etapas de la extension de la
recuperacion de peso tras la exposicion secundaria a HFD en comparacién con la exposiciéon primaria a HFD. En la
primera etapa, los microbiomas fecales de ratones "exobesos" después de la dieta se caracterizan de una manera
que esta cegada con respecto a los antecedentes de obesidad (FIG. 4A). Estas caracteristicas se emplean a
continuacioén para predecir la probabilidad de que la muestra fecal se haya obtenido de un ratén después de la dieta
o de referencia utilizando un esquema de validacion cruzada dejando uno fuera convencional, que se realizd con
una tasa positiva verdadera muy alta (puntuacion ROC 0,96, FIG. 4B). Las caracteristicas de la microbiota también
se utilizan para predecir el grado de aumento de peso tras la exposicién a HFD, lo que se consiguid con una
precision considerable (R = 0,58, FIG. 4C). En la segunda etapa, tanto la informacién inferida sobre los antecedentes
de obesidad como el aumento de peso previsto en la DFH se integran para conseguir una mayor precision en la
prediccion del aumento de peso. En la cohorte de esta invencion, esto arrojé una alta correlaciéon entre el aumento
de peso previsto y medido tras la exposicion a HFD (R = 0,76, FIG. 4D).

Para determinar qué caracteristicas de la microbiota contribuyen a la capacidad del algoritmo para predecir el grado
de aumento de peso, todas las unidades taxonémicas operativas (OTU) detectadas en los microbiomas fecales se
clasificaron segun la importancia de las caracteristicas para la prediccion (FIG. 4E). Cabe destacar que un total de
189 OTU contribuyeron a las predicciones del algoritmo, con modestas contribuciones relativas de cada OTU (FIG.
4E), lo que indica que un consorcio completo de bacterias comensales, en lugar de un pequefio grupo de especies,
dirige la memoria del microbioma después de dieta y la predisposicion a la obesidad recidivante. Entre las 10 OTU
con la mayor contribucion a la prediccion de aumento de peso se encuentran Lactobacillus spp. y la clase de
Mollicutes (FIG. 4F),de las cuales se han descrito relaciones con la obesidad (15, 16).

Juntos, estos resultados indican que las estructuras persistentes después de la obesidad en la microbiota pueden
usarse no solo para deducir los antecedentes de obesidad, sino también para predecir con precision el grado de
recuperacion de peso ante la recurrencia de afecciones productoras de obesidad.

Ejemplo 5
La modulacién del microbioma mejora el aumento de peso después de la dieta

Por ultimo, los presentes inventores determinaron si la modulacién de microbioma durante el periodo del ciclo
posterior al peso puede emplearse para mejorar la tendencia al aumento de peso exagerado y sus complicaciones
metabdlicas. Se han sugerido varios métodos de modulacion de microbioma, con varias eficacias clinicas. Estos
incluyen la terapia probiotica que involucra la introduccién exdgena de cepas bacterianas comensales en una
configuracion de microbioma alterada (17), el tratamiento prebiodtico que involucra la modulacion dietética del
microbioma (18), la intervencién posbidtica que involucra la administracién de combinaciones de moléculas de
microbioma segregadas o moduladas que participan en interacciones anfitrion-microbioma (19-21) y trasplante de
microbioma fecal (FMT) que implica una sustitucion total de un microbioma asociado a la enfermedad con un
microbioma 22 'sano'). Dado que uno de los distintivos de la caracteristica de la microbiota después del ciclo de
pérdida-recuperacion de peso era la diversidad bacteriana reducida de manera persistente (FIG. 2F), los presentes
inventores realizaron la FMT durante el periodo 'nadir' posterior a la dieta, utilizando microbiomas sin tratamiento
previo o de referencia después de la dieta como donantes (FIG. 5A).

Especialmente, los receptores de microbiota 'sana’ presentaban un aumento de peso secundario mejorado, que era
indistinguible de la de los ratones que estuvieron expuestos a HFD por primera vez (FIG. 5B). Los receptores del
microbioma 'fuera del ciclo' también presentaron menos masa de grasa corporal en comparacion con los ratones
sometidos a un FMT de control con microbioma 'ciclado’ (FIG. 5C). Estos resultados indican que la restauracion de la
funciéon normal de la microbiota después de la dieta puede evitar el agravamiento de los trastornos metabdlicos tras
la recuperacion de peso.

Por ultimo, dada la eficacia de las intervenciones del FMT, los presentes inventores buscaron determinar los
mecanismos por los cuales la microbiota predispone a la obesidad recidivante después de la pérdida de peso. Por lo
tanto, compararon los metabolomas fecales de los ratones que experimentaron un aumento de peso inducido por la
dieta y volvieron al peso normal para controlar los ratones que permanecieron delgados (FIG. 5D). Como era de
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esperar, la HFD provocé alteraciones importantes en el metaboloma fecal. En la mayoria de los casos, los niveles de
metabolitos volvieron a la normalidad tras la pérdida de peso. Sin embargo, para numerosos metabolitos, los
cambios provocados por la obesidad persistieron después del retorno a la normalidad fenotipica (FIG. 5E). Entre los
metabolitos persistentes producidos por la obesidad se encuentran los componentes de los acidos biliares
ursodesoxicolato y glicocolato, asi como el fenilacetato y el heptanoato. Los metabolitos agotados por la HFD cuyos
niveles no se recuperaron al recuperar la salud metabodlica estaban los flavonoides dietéticos apigenina y
naringenina (FIG. 5D), dos compuestos descritos que influyen en la ingesta de alimentos y la diferenciacion de
adipocitos (23-26). Se supuso que FMT mejoraba la obesidad recidivante mediante complementos de niveles
anulados de apigenina y naringenina después de la dieta. Por lo tanto, los presentes inventores administraron por
via oral ambos flavonoides a ratones después de la dieta cuando su peso y parametros metabdlicos habian vuelto a
niveles normales. Sorprendentemente, este tratamiento con metabolitos, similar al FMT, mejord el aumento de peso
secundario y las complicaciones metabdlicas (FIG. 5F). Este efecto también se logré administrando naringenina
sola. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el tratamiento con metabolitos puede restaurar la funcién
saludable del microbioma después de la dieta y, por lo tanto, evitar las complicaciones metabdlicas relacionadas con
la recuperacioén de peso y la recaida de la obesidad.

Ejemplo 6
Aumento de peso recidivante mejorado después de la resolucion de la obesidad (ademas del ejemplo 1)

Para estudiar los mecanismos que modulan la recuperacion de peso después de la dieta, se utilizé un modelo de
obesidad recidivante en ratones, en el que los ratones se expusieron a ciclos de alimentaciéon con dieta rica en
grasas (HFD), intercalados por el consumo de comida normal (NC) (cycHFD, fig. 1A). En consecuencia, en estos
ratones, el aumento de peso y el sindrome metabdlico se desarrollaron durante la exposicion primaria a HFD,
seguido por la recuperacion y la reduccion de peso durante la exposicion a NC, y luego por el resurgimiento del
aumento de peso y las alteraciones metabdlicas relacionadas en los ciclos posteriores de obesidad mediados por
HFD. Como referencias, se utilizaron los ratones se alimentaron continuamente con una HFD, los ratones se
alimentaron continuamente con una dieta NC y los ratones que estaban expuestos a un solo ciclo de HFD (primHFD)
(FIG. 1A). Como se observé en las personas que siguen una dieta recidivante, un ciclo anterior de obesidad-pérdida
de peso hizo a los ratones sensibles al aumento de peso secundario acelerado, incluso después de volver
completamente al peso de referencia (figuras 1B-C y figuras 11A-B). Como resultado, el aumento de peso neto, es
decir, el peso inducido durante duraciones idénticas de alimentacion con alto contenido de grasa, fue mayor en el
grupo del ciclo de pérdida-recuperacion de peso en comparacion con los ratones alimentados continuamente con
una HFD (FIG. 11C). El peso maximo alcanzado tanto por ambos grupos de ciclo de peso y HFD en continuo fue
comparable y mayor que en los ratones expuestos a un primer ciclo de HFD (FIG. 1B). Ademas, en comparacion con
los ratones que presentan una Unica exposicién a la HFD, la obesidad recidivante se caracterizé por un aumento
significativo en la grasa corporal total segun lo determinado por MRI (figuras 11D-E), mejor intolerancia a la glucosa
(figuras 1E-F) y concentraciones elevadas de leptina sérica (FIG. 11F) y de lipoproteina de baja densidad (LDL)
(FIG. 1I), pero no de lipoproteina de alta densidad (HDL) (figura 11G). La recuperacion acelerada de peso en
ratones después de la dieta se asocid a una disminucién del gasto de energia (FIG. 6A y figuras 11H-O), mientras
que la actividad fisica y la ingesta de alimentos no se vieron afectadas (figuras 11P-Q).

Asimismo, se observaron alteraciones metabdlicas agravadas después de un ciclo de aumento/reduccion de peso
cuando el celastrol aument6é farmacolégicamente la pérdida de peso, un meturo de quinona recientemente
encontrado para provocar la pérdida de peso'? (figuras 12A-B). Al restablecer la HFD, los ratones desarrollaron un
aumento de peso secundario significativamente empeorado (figuras 12C-F), en comparacion con las referencias
tratadas con celastrol sin obesidad previa. Ademas, para modelar la obesidad recidivante producida por hiperfagia
en lugar de la composicion dietética, la sefializacion de leptina se inhibié farmacolégicamente. Se administro a los
ratones un antagonista de leptina durante una semana, mientras que consumiendo NC aumento significativamente
el peso, y volvié completamente al peso normal al cesar el tratamiento con antagonista de leptina. Tras una segunda
prueba de provocacion con antagonista de leptina, estos ratones presentaron una recuperacion de peso mas
pronunciada en comparacion con los ratones a los que se administré por primera vez el antagonista de la leptina
(FIG. 1Ly figuras 12G-H).

Cuando se expusieron a un tercer ciclo de obesidad inducida por HFD, los ratones en ciclos de pérdida-recuperacion
de peso presentaron un empeoramiento adicional en el aumento de peso (FIG. 6B y FIG. 12l), obesidad (FIG. 12J) y
dislipidemia (FIG. 12K) en comparacion con los animales de referencia que experimentan ciclos de aumento de peso
secundarios o primarios. Juntos, estos experimentos sugieren que los ciclos de obesidad-dieta previos aumentan
progresivamente la sensibilidad a la recuperacién acelerada de peso y las complicaciones metabdlicas relacionadas.

Ejemplo 7

Persistencia de alteraciones del microbioma provocadas por la obesidad después de la pérdida de peso (ademas del
ejemplo 2)
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Dados los resultados anteriores, los presentes inventores plantearon la hipoétesis de que la obesidad inicial habia
producido anomalias persistentes que predisponian a los ratones a la enfermedad metabdlica recidivante al volver a
alimentarse con HFD. Por lo tanto, realizaron un perfil metabdlico en la fase de 'obesidad primaria' (FIG. 12L) y en la
fase 'nadir' (FIG. 13A), es decir, cuando los ratones obesos anteriormente habian vuelto al peso normal que era
indistinguible del de las referencias alimentadas con NC. A pesar de los notables trastornos metabdlicos durante la
fase de obesidad primaria (figuras 12M-Q), ni el contenido de grasa corporal, ni el colesterol sérico, ni la tolerancia a
la glucosa, ni las concentraciones de insulina sérica fueron significativamente diferentes entre los ratones tras la
dieta y sus referencias fuera del ciclo durante la fase 'nadir' posterior a la obesidad (figuras 13B-F). Asimismo, otras
caracteristicas de la obesidad, como el consumo de oxigeno, gasto energético, actividad fisica, asi como ingesta de
alimento y bebida volvieron completamente a los niveles de referencia tras la pérdida de peso durante la fase 'nadir'
(figuras 13G-L y 14A-L).

En cambio, la composicion de la microbiota intestinal, que habia supuesto un estado disbiético durante la fase de
obesidad primaria, no volvié a su composicion original después del peso tras la dieta y la normalizacion metabdlica
(figuras 7A-D y FIG. 15A). En cambio, la microbiota supuso una configuracion intermedia entre los estados disbiotico
y normal (figuras 7D y 15A). Se observé un cambio de configuracion de microbioma similar después de la
recuperacion en un segundo ciclo de obesidad recidivante (figuras 7E, F y 15A). Estos descubrimientos se
confirmaron dirigiéndose a una region alternativa del locus 16S para la secuenciacion de amplicones (figuras 15B-
D). Especialmente, ademas de la alteracion significativa en la composicién bacteriana que persiste después de la
normalizacion metabdlica (FIG. 2E), la alfa-diversidad bacteriana se redujo durante el estado de obesidad, pero no
se recuper6 al volver al peso normal y a la homeostasis metabdlica (FIG. 2F). Para determinar las unidades
taxonémicas operativas (OTU) que se mantuvieron alteradas después de la dieta, la abundancia de OTU de los
ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso se normalizé a las referencias NC de la misma edad y las OTU
se clasificaron segun su comportamiento temporal. En particular, solo el 45% de todas las OTU volvieron a los
niveles previos a la obesidad después de la dieta (FIG. 7G y Figuras 15E-F), mientras que los efectos provocados
por la obesidad en el microbioma persistieron en multiples taxones bacterianos (figuras 15G-L). Asimismo, se
observaron alteraciones persistentes de la microbiota tras la obesidad en la composicion y la diversidad alfa en
ratones en los que la pérdida de peso se habia ayudado con el tratamiento con celastrol (figuras 15J-M).

Para determinar las consecuencias funcionales de esta recuperaciéon incompleta de la microbiota tras la dieta, los
presentes inventores realizaron una secuenciacion metagenémica de escopeta y normalizaron el comportamiento
temporal de la abundancia de genes a las referencias NC. Identificaron 773 genes bacterianos cuya abundancia fue
alterada por la dieta rica en grasas y no volvié a los niveles de referencia después de la dieta (figuras 16A-C).
Asimismo, las funcionalidades microbianas no se recuperaron completamente en ratones previamente a dieta, tanto
al nivel de moédulos de genes (FIG. 16D) como de vias funcionales (FIG. 7H). Similar a las OTU, la inversion de la
obesidad condujo solo a una recuperacion parcial de las funciones microbianas (figuras 16E-H), con multiples
aberraciones de microbioma provocadas por la obesidad que persisten durante la pérdida de peso (FIG. 71). La
abundancia de genes de multiples vias metabdlicas, incluidas la biosintesis de isoflavonoides y esteroides, se
redujeron durante la alimentacion rica en grasas y no se recuperaron con la dieta (figuras 16l-J). En conjunto, estos
datos indican que la inversién de la obesidad mediante la dieta da como resultado una configuracion de microbioma
que permanece alterada en comparacion con los ratones de referencia sin obesidad previa, incluso en un estado en
donde se alcanza la normalizaciéon metabdlica.

Ejemplo 8

Las alteraciones de microbiomas posteriores a la dieta contribuyen a agravar la recuperacion de peso (ademas del
ejemplo 3)

Los presentes inventores a continuacion trataron de investigar si la caracteristica persistente microbioma posterior a
la obesidad estaba causalmente involucrada con las complicaciones metabdlicas relacionadas con el aumento de
peso recidivante. Con este fin, trataron ratones con antibiéticos de amplio espectro durante el periodo de pérdida de
peso posterior a la obesidad (FIG. 3A). Como era de esperar, el tratamiento con antibiéticos durante la dieta abolio la
caracteristica del microbioma posterior a la obesidad y equilibré la composicion de la microbiota y la diversidad alfa
entre los ratones previamente obesos y las referencias NC, mientras que la microbiota de las referencias no tratadas
con antibiéticos mantuvo una configuracion intermedia (FIG. 3B y Figs. 17A-B). Sorprendentemente, el tratamiento
con antibiéticos también suprimio el agravamiento de los trastornos metabdlicos después de volver a exponerse a la
insuficiencia cardiaca, incluido el aumento de peso, el contenido de grasa corporal y la intolerancia a la glucosa, en
comparacion con los ratones en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso sin tratamiento con antibidticos (figuras 3C,
Dy 17C-E).

A continuacién, se determiné el tiempo requerido para la anulacion espontanea de las alteraciones persistentes del
microbioma tras la dieta. Con este fin, la composicién de microbiota se controlé cada tres semanas tras el retorno de
ratones previamente obesos a la normalidad fenotipica (FIG. 8A). Especialmente, la anulaciéon espontanea de la
composicion de microbiota tras el ciclo de vuelta a la configuracion NC se logré solo 21 semanas después de
completar una dieta con éxito, es decir, un periodo de tiempo mas de cinco veces mas largo que el aumento de peso
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inicial o el periodo de dieta (FIG. 8B y Figuras 17F-H). El retorno a la normalidad de composicién en la microbiota
tras la obesidad se relacion6 con la adquisicion gradual o pérdida de taxones bacterianos (figuras 171-K). A destacar
que, siguiendo el equilibrio espontaneo de la microbiota, la reexposicion a la HFD produjo un aumento de peso
indistinguible en los grupos de ratones en el ciclo en comparacion con los ratones alimentados con la HFD primaria
(FIG. 8Ay FIG. 17L).

Ademas, se realizaron experimentos de transferencia fecal, en los que la microbiota de ratones previamente obesos
(cycHFD) y de referencias fenotipicamente idénticas (NC) se transfirieron a ratones sin gérmenes, que
posteriormente se alimentaron con una dieta NC o HFD (FIG. 18A). Las diferencias de composicion entre la
microbiota de los ratones y anteriormente en el ciclo de pérdida-recuperacion de peso y las referencias persistieron
en receptores sin gérmenes (figuras 18B-D). En particular, en condiciones de NC, los ratones sin gérmenes con
microbioma trasplantado sin haber sido sometido a experimentos y después del ciclo presentaron tolerancia similar
al peso y la glucosa (figuras 3I, J y 18E, F), lo que sugiere que el microbioma tras la obesidad de por si no
presentaba propiedades inductoras de obesidad. Por el contrario, cuando se alimentaban con una HFD, los
receptores de microbiota de ciclo después del ciclo de pérdida-recuperaciéon de peso presentaban un aumento de
peso significativamente mayor e intolerancia a la glucosa en una semana como maximo después del trasplante
fecal, en comparacion con los receptores de microbioma de ratones consumidores de NC referencia (figuras 3I, J y
18E, F). Por lo tanto, los trastornos metabdlicos mejorados en los ratones sin gérmenes alimentados con HFD
trasplantados con microbioma en el ciclo se desarrollaron incluso en ausencia de episodios previos de obesidad en
ratones receptores, lo que indica que la configuracion del microbioma tras la dieta junto con una prueba de
provocacion inductora de obesidad secundaria es suficiente para inducir un aumento de fenotipo metabdlico. Todos
estos datos sugieren que la microbiota tras la dieta contribuye a la predisposicion para desarrollar complicaciones
metabdlicas agravadas tras la reexposicion a condiciones inductoras de obesidad.

Ejemplo 9
La composiciéon de microbiota predice la recuperacion de peso después de la dieta (ademas del ejemplo 4)

Dada la conexidon causal anterior entre la configuracién del microbioma y la recuperacion de peso después de la
dieta, los presentes inventores luego preguntaron si la extension del aumento de peso recidivante podria predecirse
por ordenador para cada uno de los ratones en funcién de su composicion de microbiota en el periodo “nadir” la tras
la dieta. Por lo tanto, caracterizaron la composicién de microbiota de 25 ratones que habian sido sometidos a una
dieta posterior a la obesidad hasta la normalidad metabdlica y 25 referencias de NC de peso similar (FIG. 9A).
Primero idearon un algoritmo de aprendizaje automatizado, basado Unicamente en la composicion de la microbiota,
destinado a predecir antecedentes de obesidad o falta de ellos (FIG. 4A, véase Métodos). Especialmente, el
clasificador aleatorio derivado del bosque predijo los antecedentes de obesidad casi perfectamente (AUC=0,96, FIG.
4B).

Los presentes inventores intentaron a continuacion predecir el grado exacto de recuperacion de peso de cada raton
tras la exposicion secundaria a HFD, basandose en su configuracion de microbioma tras la dieta. La prediccion
basada uUnicamente en los antecedentes de obesidad (es decir, sin ningun modelo de aprendizaje automatizado
empleado) arrojé una precision de prediccion baja (R=0,21, FIG. 18G). Por el contrario, una prediccion basada en el
ADNr 16S que utiliza un esquema de validacion cruzada dejando uno fuera funciond significativamente mejor
(R=0,58, figura 18H). Sorprendentemente, un algoritmo de dos etapas que primero predice los antecedentes de
obesidad y luego predice la recuperacion de peso basado en el historial predicho, consiguié una prediccion muy
precisa del grado de recuperacion de peso en cada uno de los ratones (R=0,72, FIG. 4D).

Para determinar qué caracteristicas de la microbiota contribuyen a la capacidad del algoritmo para predecir el grado
de aumento de peso, todas las OTU detectadas en los microbiomas fecales se clasificaron segun la importancia de
la caracteristica para la prediccion (FIG. 4E). En particular, un total de 189 OTU contribuyeron a las predicciones del
algoritmo y la magnitud de sus contribuciones mostré un continuo sin OTU destacable como contribuyente principal
(FIG. 4F). Esto sugiere que la composicion de las bacterias comensales en su conjunto, en lugar de un pequefio
subconjunto de especies, conduce las alteraciones del microbioma tras la dieta que contribuyen a la predisposicion a
la obesidad recidivante. Todos estos resultado sugieren que la configuracion de la microbiota puede emplearse para
predecir los antecedentes de obesidad producida por HFD en ratones asi como el grado de recuperacion de peso
personalizado de las mismas condiciones que producen obesidad.

Ejemplo 10

Los metabolitos modulados por el microbioma contribuyen a la recuperacion de peso después de la dieta (ademas
del Ejemplo 5)

A continuacién, los presentes inventores determinaron si la modulacién del microbioma durante el periodo posterior
al ciclo de peso podria mejorar el grado de aumento de peso secundario y sus complicaciones metabdlicas. Con
este objetivo, realizaron un trasplante diario de microbioma fecal (FMT) durante 4 semanas, utilizando microbiomas
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de donantes sin tratamiento previo o tras la dieta transferidos a ratones colonizados en ciclos de pérdida-
recuperacion de peso durante el punto de tiempo 'nadir' después de la dieta (FIG. 9A). Tras el trasplante, las
diferencias de composicién entre la microbiota de los ratones anteriormente en el ciclo de pérdida-recuperacion de
peso y referencias persistieron en los correspondientes receptores de FMT (figuras 18I-K). En especial, los
receptores de un microbioma 'sano' sin ciclo durante el periodo 'nadir' de posobesidad mostraron un aumento de
peso secundario mejorado (FIG. 9B y figuras 18L-M), intolerancia reducida a la glucosa (FIG. 9C y FIG. 18N),
disminucion de la grasa corporal (figuras 9D, E) y aumento de la masa magra (FIG. 180) en comparacién con los
ratones sometidos a un FMT de control con un microbioma "posciclo". Estos resultados indican que la restauracion
de la funcién normal de la microbiota después de la dieta puede evitar el agravamiento de los trastornos metabolicos
tras recuperar el peso.

Dada la eficacia de la FMT, los presentes inventores buscaron obtener mas informacion sobre cémo el
reabastecimiento de microbiota mejora la propension a la obesidad recidivante después de la pérdida de peso. Con
este fin, compararon longitudinalmente el perfil de la metabolémica fecal entre ratones sometidos a ciclos de
pérdida-recuperacion de peso inducidos por HFD y ratones alimentados con NC de referencia. Normalizaron los
niveles de metabolitos en los ratones en ciclos de pérdida-recuperacion de peso a los de las referencias de NC de la
misma edad en cada punto de tiempo y a continuacion clasificaron cada metabolito segun los patrones temporales.
Como era de esperar, la HFD provocd alteraciones importantes en el metaboloma fecal, que se revirtieron
parcialmente con la pérdida de peso posterior (figuras 9F, G y 19A-D). Sin embargo, en casi la mitad de todos los
metabolitos alterados por la HFD, incluidos varios acidos biliares, los cambios producidos por la obesidad
persistieron después del retorno a la normalidad fenotipica (figuras 9F, G y 19E-H).

Entre los metabolitos mas significativamente agotados por la HFD cuyos niveles no se recuperaron ftras la
recuperacion de la salud metabdlica estaban los flavonoides dietéticos, apigenina y naringenina (figuras 9F-I).
Ambos compuestos permanecieron suprimidos hasta 15 semanas después de la normalizacién del peso (figuras 9H-
). Los flavonoides son compuestos dietéticos comunmente ingeridos que son metabolizados por la microbiota
intestinal. La contribucién del microbioma a los niveles de flavonoides intestinales fue evidente a partir de los niveles
elevados de apigenina y naringenina en ratones tratados con antibiéticos o sin gérmenes (FIG. 9J). Por lo tanto, los
presentes inventores plantearon la hipétesis de que una combinacion de disponibilidad de flavonoides en la dieta y
capacidad degradante de flavonoides mediada por microbiomas puede contribuir al conjunto total de flavonoides
intestinales. Con este fin, siguieron la cinética de los flavonoides, de la enzima flavonoide biosintética chalcona
sintasa y de la enzima flavonoide degradadora flavonona 4-reductasa (FIG. 191 y Tabla 1 complementaria), durante
el transcurso de un ciclo de obesidad/pérdida de peso (FIG. 20A).

Durante la obesidad primaria, la baja disponibilidad de flavonoides en la HFD (FIG. 20B) unida a un cambio de
microbioma hacia una configuracion de degradacion de flavonoides contribuyé a las bajas concentraciones de
flavonoides intestinales (figuras 9H, 1), como es evidente por el aumento de flavanona 4-reductasa, y no de chalcona
sintasa (figuras 20C, D). Durante la induccion de la pérdida de peso por vuelta a la dieta NC, la disponibilidad de
flavonoides en la dieta volvid a su nivel normalmente alto (FIG. 20B), pero las concentraciones de flavonoides
intestinales permanecieron persistentemente bajas, incluidas las de eriodictiol derivado de naringenina (figuras 9H, |
y 20E).) En esta fase 'nadir’, el microbioma degradante de flavonoides contribuyd a las bajas concentraciones de
flavonoides, como lo sugiere la flavanona 4-reductasa continuamente elevada (FIG. 20C) y por el efecto del
tratamiento con antibiéticos durante la fase de reduccién de peso, que disminuyeron las concentraciones de
flavonona 4-reductasa (figuras 20F) y normalizaron las concentraciones de flavonoides (FIG. 9K). Tras la induccion
secundaria aguda de la obesidad (figura 20G), la combinacion de baja disponibilidad de flavonoides en la dieta
(figura 20B), junto con la presencia de larga duraciéon de un microbioma degradante de flavonoides y
concentraciones bajas de flavonoides asociadas, contribuyeron probablemente a reducir las concentraciones de
flavonoides en ratones en ciclos de pérdida-recuperacion de peso en comparacién con las referencias que
experimentan un aumento de peso primario (figuras 20H, 1).

Se ha publicado que la apigenina y la naringenina afectan la ingesta de alimentos, la diferenciacion de adipocitos y
el metabolismo de los lipidos. Por lo tanto, los presentes inventores plantearon la hipétesis de que la restauracion
inducida por FMT de un microbioma sin tratamiento previo que degrada los flavonoides en ratones que realizan el
ciclo de pérdida-recuperacion de peso, o la reposicion directa de flavonoides de estos ratones, puede mejorar el
fenotipo de obesidad recidivante agravada. De hecho, la administracion oral diaria de ambos flavonoides a ratones
tras la dieta durante el 'nadir' después de la dieta y el periodo de recuperacion de peso secundario (FIG. 10A) dio
lugar a la normalizacién de las concentraciones de apigenina y naringenina intestinales para controlar las
concentraciones (figuras 20J, K), sin ningun efecto observado en la composicion del microbioma (FIG. 20L). Al igual
que el FMT, el tratamiento combinado con flavonoides mejoré la tasa de recuperacion secundaria de peso (figuras
10B, C y 20M, N), un efecto que también se consiguié administrando Unicamente naringenina (figuras 200, P). En
conjunto, estos resultados sugieren que las bajas concentraciones de apigenina y naringenina en ratones tras la
dieta contribuyen a una recuperacién de peso empeorada, mientras que su reposicion terapéutica mejora esta
predisposicion.
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Ejemplo 11
Los flavonoides modulan la recuperacion de peso después de la dieta y regulan la expresion de UCP-1

Para investigar los posibles mecanismos por los cuales la apigenina y la naringenina mejoran la obesidad recidivante
tras la dieta, se compararon los parametros metabdlicos y de comportamiento en los ratones en los ciclos de
pérdida-recuperacion de peso administrados con flavonoides con los ratones en ciclos de pérdida-recuperacion de
peso no tratados. Curiosamente, el gasto de energia ajustado al peso se redujo notablemente en los ratones en
ciclos de pérdida-recuperacion de peso (figuras 10D-F y 21A-F), pero se normalizé tras la administracion de
flavonoides (figuras 10D-F y 21A-F), lo que sugiere que la apigenina y la naringenina podrian afectar el gasto
energético del anfitrion. A destacar que en estudios previos se observo un efecto similar de los flavonoides en el
control del peso, mientras que el vinculo entre la administraciéon de complementos de flavonoides y el aumento del
gasto energético se alcanzd solo después de la normalizacion del gasto energético al peso corporal. Otros
parametros metabdlicos no se vieron afectados por el tratamiento con flavonoides (figuras 21G-H y 22A-F).
Asimismo, los ratones tratados con antibidticos en el periodo 'nadir' presentaron un gasto energético mejorado tras
la nueva administraciéon de HFD (FIG. 10G, figuras 22G-L y 23A-C), en linea con concentraciones mas altas de
flavonoides (FIG. 9K) y la mejora de la recuperacion del peso empeorado (FIG. 3C), pero no alteraron otros
parametros metabdlicos durante el aumento de peso recidivante (figuras 23D-L).

Por ultimo, los presentes inventores buscaron posibles mecanismos por los cuales los flavonoides pueden participar
en la regulacion del gasto energético del anfitrion. Dado que el tejido adiposo pardo (BAT) es un regulador
importante de la termogénesis en mamiferos, y dado que otros miembros de la familia de los flavonoides han sido
relacionados previamente con la induccion del factor termégeno principal que desacopla la proteina-1 (UCP-1), se
analiz6 la expresion de Ucp1 en ratones alimentados con NC o HFD y administrados por via oral con apigenina y
naringenina. A partir de dos semanas después del inicio del tratamiento con flavonoides, los niveles de transcripcion
de Ucp1 se elevaron significativamente en el BAT de los ratones alimentados con una HFD, pero no en los
alimentados con una comida normal (FIG. 10H). Asimismo, la expresion de Ucp1 se elevo en ratones en ciclos de
pérdida-recuperacion de peso tras los complementos con apigenina y naringenina durante el periodo de
recuperacion de peso inducido por HFD (FIG. 10I). Ucp1 también fue inducido por flavonoides en explantes de BAT
en funcion de la concentracion (FIG. 10J), lo que sugiere un efecto directo de la apigenina y la naringenina sobre la
modulacion de la expresion génica en BAT. Dado que el tratamiento con antibiéticos elevo las concentraciones de
flavonoides intestinales (FIG. 9K) y el gasto de energia del anfitrion (FIG. 10G y Figuras 22H, I), los presentes
inventores determinaron los niveles de UCP-1 en el BAT de ratones de ciclo de peso tratados con antibiéticos. De
hecho, tanto los niveles de transcripcion como de proteina de UCP-1 se constatd que eran elevados en el grupo que
recibié antibidticos (figuras 10K, M), lo que proporciona una posible explicacion mecanicista para observaciones
recientes de induccion de Ucp1 en ratones sin gérmenes.

En conjunto, estas asociaciones sugieren un modelo en el que HFD favorece el crecimiento de bacterias que
metabolizan flavonoides, que a su vez disminuye la cantidad de flavonoides biodisponibles, regulando de ese modo
negativamente el gasto de energia conducida por UCP-1 y favoreciendo el aumento de peso recidivante (figura
10N). La validacion completa de este modelo merece futuros estudios que investiguen si el efecto flavonoide en la
expresion de Ucp? de BAT conduce directamente un mayor gasto de energia y, por consiguiente, contribuye a
mejorar la recuperacion de peso.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar la probabilidad de recuperar peso en un sujeto que ha alcanzado un peso objetivo
poniendo en practica un programa de pérdida de peso, comprendiendo el método determinar una cantidad o
presencia de al menos un microbio y/o producto del mismo en el microbioma intestinal del sujeto, en donde la
cantidad de al menos dicho microbio se altera durante un periodo de aumento de peso previo del sujeto para
alcanzar una cantidad representativa de un sujeto obeso y ademas en donde la cantidad de al menos dicho microbio
se mantiene en dicha cantidad después dicho programa de pérdida de peso, en donde la cantidad o presencia de al
menos dicho microbio o producto del mismo es predictiva de recuperacion de peso.

2. Un método para controlar la eficacia de un adyuvante dietético en un sujeto que comprende analizar en un
microbioma del sujeto la presencia o la cantidad de un microbio en la familia Weeksellaceae y/o uno de sus
productos, un microbio en la familia Tissierellaceae y/o uno de sus productos, un microbio del género Lactobacillus
y/o uno de sus productos, un microbio del género Bacteroides y/o uno de sus productos, un microbio de la clase
Mollicutes ylo uno de sus productos, un microbio de la clase Gammaproteobacteria y/o uno de sus productos, un
microbio en el tipo Actinobacteria y/o uno de sus productos, un microbio en el tipo Tenericutes y/o uno de sus
productos, un microbio en la especie Bacteroides acidifaciens y/o uno de sus productos, y un microbio en la especie
Bacteroides uniformis y/o uno de sus productos;

en donde la cantidad o la presencia de cada uno de dichos microbios o producto de los mismos es indicativo de la
eficacia de un adyuvante para la dieta, habiéndose tratado dicho sujeto con dicho adyuvante para la dieta.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde al menos dicho microbio esta presente de manera diferencial en el
microbioma intestinal del sujeto en comparacion con el microbioma intestinal de una referencia no obesa que no se
ha sometido a un programa de pérdida de peso.

4. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho producto de las mismas es un metabolito.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto que ha alcanzado un peso objetivo ha terminado dicho
programa de pérdida de peso.

6. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho analisis se efectia en una muestra fecal del sujeto.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde al menos dicho microbio esta en la familia Weeksellaceae o
Tissierellaceae, en el género Lactobacillus o Bacteroides, en la clase Mollicutes o Gammaproteobacteria, en el tipo
Actinobacteria o Tenericutes o en la especie Bacteroides acidifaciens o Bacteroides uniformis.
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