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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes si fuere el caso The Procter & Gamble Company '

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcioén, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biologico

Arte final 12 X 12..

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros
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FIGURA CARACTERISTICA

[ -B(1,3)-D-GalpNAc - B(1,4)-D-Glcp- 1
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ANEXOS
INVENTORES

GRANT, Raymond, Alan
( 5733 Reswin Drive, Fairfield, Ohio 45014, Estados Unidos de América );

O’MAHONY, Liam
( 5 The Lagan, Riversdale, Rathcormac, County Cork, Irlanda );

SHEIL, Barbara
( 11fernwood, Doughcloyne, Wilton, County Cork, Irlanda ).
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APOSTILLE

(Convention de la Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by PATRICIA M. CLANCY

3. acting in the capacity of Clerk of Court of Common Pleas

4. bears the seal/stamp of 1+ 5f Common Pleas, Hamilton County

CERTIFIED

5. at Columbus, Ohio

6. June 25, 2009
7. by the Secretary of State of Ohio.

8.No. A 028879

10. Signature:

9’“”"’“@“‘“’“

Jennifer Brunner
Secretary of State of Ohio

 This certification certifies only the authenticity of the signature of the official wha signed the document, the capacity in which that official acted, and where appropriate, the identity of
the seal or stamp which the document bears. This certification does nat imply that the contents of the document(s) are carrect, nor that they have the appraval of this office.
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S'§4\TE of OHIO } o
COUNTY OF HAMILTON ,
I, PATRICIA M. CLANCY Clerk of the Common Pleas Court,

the same being a court of record for aforesaid county, having by law a seal do hereby certify that

DIANE M. WAGNER Esq., whose name is subscribed to the attached certificate was at

thetimeaNOTARY PUBLIC, duly commissioned and sworn, and at the time of taking said acknowledgement, -
proof or affidavit, was residing in said county, and was, as such, an officer of said state, duly authorized by
the laws thereof to take and certify the same, as well as to take and certify the proof and acknowledgement
of deeds and other instruments in writing to be recorded in said state, and that full faith and credit are and
ought to be given to his official acts; and I further certify that I am well acquainted with his handwriting, and
verily believe that the signature to the attached certificate is his genuine signature. I further certify that the
filing of the impression of the notary seal is not required in this state.

IN WITNESS WHEREOF, I have hereunto set my hand and affixed my

official seal this___ 16TH day of ,20_99
l @;&% < PATRIBIA M. GLANCY
Clerk of Common Pleas Court. Hamilton County. Ohio
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GuidanceCreativity Solutions

Colombia - POA

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF OHIO ‘ ) ss
COUNTY OF HAMILTON )

On this __ 11" day of __June _, 2009, I, Diane M. Wagner, a Notary Public in and for the

State of Ohio, do certify that Mr. Carl J. Roof, Assistant Secretary of The Procter & Gamble

Company, personally appeared before me and executed the attached original Power Of

Attorney document.

DIANE M. WAGNER
NOTARY PUBLIC, STATE OF OHIO
RECORDED IN HAMILTON COUNTY
MY COMMISSION EXPIRES NOVEMBER 07, 2012
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COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-53 Piéo 6 Bogota Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax: (57 1) 6350824 -Email: info@clarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) cardcter de reprmentante(s) legales de THE PROCTER -
& GAMBLE COMPANY

una sociedad organizada y existente de ac;uerdo con las leyes'de

y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio One
Procter & Gamble Plaza Cincinnati, Ohlo 45202, Estados
Unidos de América

por el presente instrumento confiero (corflfcrimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudada-
nia No. 41.654.882 de Bogota, y tp..20824 y CLAUDIA LUCIA

‘CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374 de Tunja,

y tp. 36448, con domicilio en Bogot4, Colombia, para que actuando en
su orden en nombre del (de la) otorgante le (la) representen ante
cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del orden
Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales de
Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguientes asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencién, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovaciones, prérogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en cualquie-
ra de sus presentaciones asi como la proteccién de secretos industriales y
know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o prérmrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicién, observacién, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
protecci6n al consumidor, concesién de licencias, proteccién de secretos
industriales y demdis acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencién o explotacién de licencias,
acciones de indemnizacién de perjuicios. También podra(n) intervenir en
Juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y de policia; en acciones o juicios promov1dos por el (la) mandante o en
<9 t:a el (ella)

donumo ante la entidad competente.

Thdato los mandatarios arriba mencionados
filiar, cancelar, transigir, comprometer en
ar posesién de la cosa objeto de litigio y

POWER OF ATTORNEY
I (we), the undersigned

legal representative(s) of de THE PROCTER & GAMBLE COMPANY
an organizaﬁon existing under the laws of

and in present execution of its business activity, domiciled at One Procter &
Gamble Plaza Cincinnati, Ohio 45202, United States of America

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogot4, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogot4, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, and/or any other, in all matters
concemning the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, assignments, changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration, appeal
or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer, granting
of licenses, protection of trade secrets and other actions related with rights
derived from the above- mentioned matters and against the unfair competition,
actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses, recovering
damages actions. They can also intervene or participate in Civil, Commercial,
Criminal or Contentious-Administrative  Trials; the actions for writ
mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by the
grantor or against him.

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) I (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at @incinnati, OH - U.S.A.

onthis 11th dayof 2009

June of

L o B

Firma / signatura

Carl J. Roof
Assistant Secretary




CERTIFICADO NOTARIAL

(Cuando el solicitante es SOCIEDAD)
(Poderes otorgados en: El Salvador, Estados Unidos, Méxicoy Venezuela)

Alos dias del mes de ) de

, €l Notario que suscribe DA FE de que:

{nombre de la persona que firma e] poder)

mayor de edad y domiciliado

firmé de su pufio

y letra el documento que antecede.
2. Conoce al (ala) otorgante y que este (a) estd legalmente capacitado
para el otorgamiento. )
3. El otorgante ha firmado el referido documento en su caricter
de
de la persona Jundlca THE PROCTER & GAMBLE COMPANY

4. La citada persona juridica con sede en One Procter & Gamble Plaza
Cincinnati, Ohio 45202, Estados Unidos de América, esta legalmente
constituida, que tiene actualmente existencia legal y que el acto para
el cual se ha otorgado este poder estd comprendido entre los que
constituyen su objeto social.

5. El otorgante tiene efectivamente la representacion que ostenta, que esta
es legitima y que esta facultado para otorgar este poder.

NOTARIAL CERTIFICATE
( When the applicant is a CORPORATION)
(Powers of attomey granted in: El Salvador, Mexico, U.S.A. and Venezuela)

This | I dayof JUNE K007

the undersigned Notary CERTIFIES that:

Carl J. Roo€

(name of the person who signs the power of attorney)

domiciled
set his hand on the

legal age and
Cinvaivvati, OH - Y.S.A.
foregoing document. .
2. The grantor is to him personally known and that he/she has legal capacity to
execute the document.

3. The grantor h executed the
of ésstﬁﬂﬂi Secretary.

of the juridical THE PROCTER & GAMBLE COMPANY

foregoing document in his capacity

Cor . fovf

4, The mentioned juridical person with place of One Procter & Gamble Plaza
Cincinnati, Ohio 45202, United States of America, is duly organized, has
actual legal existence and that the purposes for which the power of attorney is
granted are within the scope of its corporate purposes.

5. The grantor has in fact the referred quality and that his/her representation is
legal and that he/she is empowered to grant this power of attorney.

6. 1 have based the above certifications 3, 4 and 5, on the authentic documents

6. las anteriores certificaciones de los puntos 3, 4 y 5, me constan porqug....mqmch for such purpose were exhibited to me. e
. he tenido a la vista los documentos auténticos. “eg\h "o.,‘ WAGNER
53 llday Sﬂhothh

Commission Expires 11.07-2012

[-_A
Notary Public

Notario Pablico SN
o, F{&?A Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary

VE

100 goue#

NOTA: A continuacion de lo anterior,- -el Cénsul de Colombia debe
autenticar la firma del Notario Piblico.

CERTIFICADO NOTARIAL (Cuando el
INDIVIDUO)

solicitante es

A los dias del mes de de
, el Notario que suscribe DA FE de que: -

1.

(nombre de 1a persona que firma el poder)

mayor de edad y domiciliado en

firmé en su presencia
el documento que antecede, conoce al otorgante y que este estd
legalmente capacitado para el otorgamiento.

otario Pablico
de lo anterior, “el Cénsul de Colombia debe
Notario Publico.

> de que tudQ a la ﬁsta las pruebas que acrediten

EL CONSUL B COLOMBIA

Public.

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant is an INDIVIDUALS)

On this day of
the undersigned Notary CERTIFIES that:

1.

(name of the person who signs the Power of Attorney)

of legal age an(_i domiciled at

signed in his presence the foregoing
document, the grantor is to him personally known and that he/she has legal
capacity to execute the document.

Notary Public
NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary
Public.

For all other countries the Colombian Consul or before who it is granted
must issue a certification stating 1) the legal existence of the corporation, 2)
that the corporate purposes are actually being accomplished , 3) that the
person or persons who grant this Power of Attorney are empowered to do
it. The Consul will certify also that the documents evidencing those
circumstances were exhibited to him.

LEGALIZATION BY THE COLOMBIAN CONSUL OR BY APOSTILLE.
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Estados Unidos de América

Traduccidn oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete
oficial segun resolucién No. 0369 del Ministerio de Justicia, del documento
legalizado mediante la APOSTILLA No. A 028879 de 25 de junio de 2009
expedida en Estados Unidos de América correspondiente d un documento
de poder otorgado el 11 de junio de 2009 por la sociedad THE PROCTER &
GAMBLE COMPANY, domiciliada en Cincinnati, Ohio, Estados Unidos de
América y una certificacion notarial, ambos en inglés con idéntico texto en
espafol {razén por la cual no se hace su traduccion).

Documento legalizado por firma y sello por Diane M. Wagner.

Sello: Diane M. Wagner, Notario Publico, Estado de Ohio,

comisién termina el 11-07-2012.
Sello notarial, Estado de Ohio

hkhkkhkhkkkkhkhkkhkhkkhhxkk

Sello
P&G Legal

Guia Creatividad Soluciones

Documento de Poder—Colombia

Estado de Ohio

Condado de Hamilton

e dia 11 de junio

S I

io Piblico en y para el Estado de Ohio,’certificétquével
' Carl J. Roof,

de 2009, Yo, Diane'M.'Wagﬁérﬁgun

Secretario Asistente de The Procter &
apany, personalmente comparecidé ante mi y ejecutd el

Poder de Abogado original adjunto.

Vg

Traductor e Intérprete Oficial

Resolucién No. 0369 Min. Justicia 1997

/0
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Firmado: Diane M. Wagner

Notario Publico, Estado de Ohio

Registrada en el Condado de Hamilton

Mi Comisién termina el 7 de noviembre de 2012

Sello notarial del Estado de Ohio

khkdkkkhkkkhkkkkkkkx

Estado de Ohio

Condado de Hamilton

Yo, PATRICIA M. CLANCY, Escribano de 1la Corte de Causas
i Comunes, la cual es una corte de registro péra dicho Condado,

teniendo por ley un sello, por medio del presente certifico

"b que

Cuyo nombre estd suscrito al certificado anexo, era en el

DIANE M. WAGNER

momento un Notario Puablico, debidamente comisionado vy
juramentado y al momento de de tomar dicho reconocimiento,
prueba o declaracidén juramentada, estaba residiendo en dicho
condado y era, como tal, un funcionario del dicho Estado,
debidamente autorizado por las leyes del mismo para tomar y
certificar la prueba y reconocimiento de escrituras y otros

instrumentos escritos para ser registrados en dicho Estado y

que total fe y crédito deben darse a sus actos oficiales; Y
ademas certifico estoy bien familiarizado con su escritura y
firmemente que la firma en el certificado anexo .es su

genuina. Ademds certifico que 1la presentacién de 1la

del sello notarial no es requerida en este Estado.

de lo cual, he puesto agqui mi firma y fijado mi
dia 16 de junio de 2009.
Patricia M. Clancy, Escribano de la Corte de Causas

Condado de Hamilton, Ohio

Traductor e Intérprete Oficial
Resolucién No. 0369 Min. Justicia 1995

H
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APOSTILLA
(Convencién de la Hay de 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico
2. ha sido firmado por PATRICIA M. CLANCY

3. actuando en su capacidad de Escribano de la Corte de

Causas Comunes
4. lleva el sello/estampilla de Corte de Causas Comunes,

Condado de Hamilton

CERTIFICADO

5. en Columbus, Ohio

6. junio 25 de 2009

7. por el Secretario de Estado de Ohio

8. No. A 028879

9. Sello/estampilla: El1 Sello del Secretario de Estado de
Ohio

10. Firma: firmado por Jennifer Brunner, Secretario de Estado

de Ohio

Esta certificacién certifica uUnicamente la autenticidad de la

del oficial quien firmdé el documento, la capacidad en

4l ese oficial actudé y, cuando apropiado, la identidad

sello o estampilla que 1lleva el documento. Esta

cién no implica que el contenido del (de los)

sea correcto ni que tengan la aprobacién de esta

COBAR URIBE

Traductor e Intérprete Oficial
Resolucién No. 0369 Min. Justicia 1995
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Resumen

Un polisacarido aislado tiene la estructura [ -B(1, 3)-DGalpNAc — B(1, 4)-DGlcp- ],
El polisacarido puede provenir de una cepa de Bifidobacterium NCIMB41003. El

polisacarido presenta actividad inmunomodulatoria.

29
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"Un exopolisacarido”

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un exopolisacarido, y a su uso para el

tratamiento y prevencién de los desérdenes inflamatorios.

Antecedentes de la invencion

El tracto gastrointestinal proporciona una interfase protectora entre el
ambiente interno y el reto constante de los antigenos derivados de los
alimentos y de los microorganismos en el ambiente externo (Sanderson et al.,
1993). El complejo ecosistema de la microflora intestinal del adulto se estima que
hospeda cerca de 500 diferentes especies de bacterias. Algunas de estas
especies se consideran potencialmente dafinas por la produccion de toxinas,
invasion a la mucosa o activaciéon de carcinégenos y de respuestas inflamatorias
(Salminen, 1998). Sin embargo, se han identificado cepas bacterianas con

actividades que promueven la salud.

Los probiéticos son bacterias benéficas que existen en la microflora del intestino
saludable y se han definido como un grupo de organismos microbiolégicos vivos
que afectan benéficamente a un animal huésped al mejorar el balance

microbiano intestinal.

'y
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Ellos consisten de “bacterias amigables” que son cultivadas en condiciones de
laboratorio y que luego se utilizan para restaurar el balance de la microflora, la
cual se ha desbalanceado, por ejemplo, por estrés, enfermedad, o como
resultado del uso de antibiéticos. De manera importante, se ha mostrado que la
ingestién de bacterias probibdticas puede potencialmente estabilizar la barrera
inmunoldgica en la mucosa del intestino al reducir la generacién de citoquinas
que favorecen la inflamacion local (Isolauri, 1993; Majamaa,1997). La alteracion
de las propiedades de la microflora nativa por la terapia probiética mostré6 que
puede reversar algunos disturbios inmunolégicos caracteristicos de la
enfermedad de Crohn (Malin, 1996), alergia a los alimentos (Majamaa,

1997), y eczema atépico (Isolauri, 2000).

Una de las especies de bacterias predominantes presentes en la microflora
intestinal es Bifidobacterium. En el intestino, Bifidobacterium fermenta los
azlcares para producir acido lactico. EI genoma de Bifidobacterium longum
codifica muchas proteinas especializadas para el catabolismo de los
oligosacaridos, permitiendo que las bacterias utilicen los de las plantas, llamados
“no-digeribles” o glicoconjugados y glicoproteinas derivados del huésped. Se
piensa que la habilidad de Bifidobacterium para competir con otras bacterias
gastrointestinales y ocupar un gran porcentaje de la flora bacteriana de la region
gastrointestinal puede ser debida, parcialmente a la gran variedad de moléculas

que ésta es es capaz de usar como fuente de energia.
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Mientras que B. infantis, B. breve, y B. longum son los grupos mas grandes

de bacterias en el intestino de los nifios. Bifidobacteria se dice que son

solamente el tercer o cuarto grupos de bacterias mayoritarias en adultos (y

solamente de 3-6% de la flora fecal en los adultos). El nimero de estas
5 bacterias disminuye en el cuerpo humano, con la edad. En los nifios que se
han alimentado con leche materna, Bifidobacteria constituye cerca de 90% de
la bacterias de sus intestinos; sin embargo, este numero es mas bajo en los
nifos alimentados con leche embotellada. Cuando los nifios alimentados con
leche materna cambian su dieta a leche de vaca y alimento sélido,
10 Bifidobacteria se unen para aumentar el nimero de otras bacterias que se

encuentran en el cuerpo humano tal como, Bacteroides y Streptococci lactobacilli.

Bifidobacteria ha mostrado jugar un papel en la modulacién del sistema inmune. Se
piensa que B. breve libera metabolitos que ejercen un efecto anti-TNF capaz
15de atravesar la barrera intestinal. Se ha reportado que la la inflamacién de la
mucosa en ratones deficientes en interleuquina-10 (IL-10) sé reduce alimentando a
los animales sujeto con una preparacién de bacterias acido lacticas (Madsen, K et
al. 1997; O'Mahony et al., 2001; McCarthy et al., 2004). WO 00/41168 divulga
una cepa de Bifidobacterium infantis aislada de tracto gastrointestinal humano
20resecado y lavado la cual es significativamente inmunomoduladora después

del consumo oral en humanos.
La investigacién cientifica indica que uh aumento de la incidencia de

enfermedad puede ser causada por microflora deficiente o comprometida ( La
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poblacion residente de flora natural en el sistema digestivo) tal que las
infecciones en el tracto gastrointestinal (GIT), constipacién, sindrome de
intestino irritable (IBS), enfermedad inflamatoria del intestino (IBD),
enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, alergia a los alimentos, diarrea
inducida por antibiéticos, enfermedad cardiovascular y ciertos canceres como el
cancer colorectal. La evidencia indica que seguir el tratamiento con una unica
cepa de Bifidobacterium infantis, reduce la severidad de los sintomas de IBS
(Whorwell et al., 2006). La eficacia se asocia con la modulacion de la respuesta
del sistema inmune indicando que el mecanismo de acciéon, en parte, es

inmuno-mediado (O'Mahony et al., 2005). La presente invencidén describe un

compuesto aislado de Bifidobacterium infantis que replica la actividad

inmunomodulatoria de Bifidobacterium infantis in vitro.

Declaraciones de la invencion

15

20

La presente invencion proporciona un polisacarido producido por
Bifidobacterium infantis que muestra propiedades imunomodulatorias. El

polisacarido puede ser secretado (exopolisacarido) o no secretado.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion se proporciona un polisacarido que

comprende la estructura: [-B(1,3)-D-GalpNAc - B(1,4)-D-Glcp-]n.

El polisacarido se puede aislar de una cepa bacteriana de Bifidobacterium.

La cepa puede ser tal como NCIMB 41003.
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De acuerdo con otro aspecto de la invencion se proporciona el uso de un

polisacarido de la invencién como un medicamento.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién se proporciona el uso de un
polisacarido de la invencién en la preparacién de un medicamento para tratar o

prevenir actividad inflamatoria indeseable.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion se proporciona el uso de un
polisacarido de la invencién en la preparacién de un medicamento para tratar o

prevenir actividad inflamatoria gastrointestinal indeseable.

En una implementacién la actividad inflamatoria gastrointestinal es la enfermedad
de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome de intestino irritable, pouchitis, colitis
post infeccion, diarrea asociada a Clostridium difficil, diarrea asociada con

Rotavirus o diarrea post infecciosa.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion se proporciona el uso de un
polisacarido de la invencion en la preparacion de un medicamento para tratar o

prevenir artritis reumatoidea.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién se proporciona el uso de un
polisacarido de la invencion en la preparacion de un medicamento para tratar o

prevenir desérdenes autoinmunes.

/&
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De acuerdo con otro aspecto de la invenciéon se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un polisacarido de la invencion y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable

En otra implementacién la invencién también proporciona un alimento que
comprende el polisacarido aislado. Por ejemplo el alimento puede ser uno o
mas de los seleccionados del grupo que comprende yogures, cereales, bebidas y

similares

Descripcion detallada

Se describirdn ahora a manera de ejemplo, no limitante, varias caracteristicas e

implementaciones preferidas de la presente invencion.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique otra cosa,
las técnicas convencionales de quimica, microbiologia y la inmunologia, las cuales
estan dentro de las capacidades de una persona versada en el arte. Tales

técnicas se explican en la literatura.

Nosotros hemos identificado un exopolisacarido secretado por Bifidobacterium el

cual tiene propiedades inmunomoduladoras

T
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El exopolisacarido

La presente invencion se refiere a a un exopolisacarido biosintetizado por
Bifidobacterium infantis. Los polisacaridos son sintetizados por una amplia
variedad de microorganismos y son usualmente unidades repetidas de azucares
que permanecen asociadas con la superficie celular o son excretadas o ambos.
Ellos juegan un papel en las respuestas él estrés celular o pueden contribuir a
la virulencia de uvn patégeno. Recientemente, se ha demostrado el papel
inmunomodulador del polisacarido de Bacteroides fragilis (Mazmanian et al.,

2005).

Tratamiento

Se aprecia que todas las referencias aqui, para tratamiento incluyen tratamientos
curativos, paliativos y profilacticos. Se prefiere particularmente el tratamiento de
mamiferos. Ya sean tratamientos de humanos o veterinarios, ambos se

encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

Inflamacion

La inflamacion es una respuesta local a un dafio celular que se manifiesta
por dilatacién capilar, infiltracion leucocitica, enrojecimiento, calor, dolor,
hinchazén, y frecuentemente pérdida de la funcién. El control de la
respuesta inflamatoria se ejerce en un numero de niveles (para revision,

consulte Henderson B., y Wilson M. 1998). Los factores que controlan
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incluyen citoquinas, hormonas (e. g. hidrocortisona), prostaglandinas,

intermediarios reactivos y leucotrienos.

Las citoquinas son proteinas biolégicamente activas de bajo peso molecular que
estan involucradas en la generaciéon y control de respuestas inflamatorias e
inmunolédgicas , a la vez también regulan el desarrollo, reparan tejidos y hacen
hematopoyesis. Ellas proporcionan un medio de comunicacion entre los
leucocitos por si mismos, y también con otros tipos de células. La mayoria de las
citoquinas son pleiotroficas y expresan muiltiples actividades biolégicas que se
superponen.

Las cascadas de citoquinas y el control de las redes a la respuesta
inflamatoria, mas bien es la accién de una citoquina particular sobre un tipo
de célula particular (Arai Kl, et al., 1990). La disminucion de la respuesta
inflamatoria produce concentraciones mas bajas de las apropiadas que activan
las sefales y de otros mediadores que permiten el cese de la respuesta
inflamatoria. El factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) es una citoquina
proinflamatoria pivotal puesto que inician una cascada de citoquinas y los |
efectos biolégicos producen el estado inflamatorio. Por lo tanto, los agentes
que inhiben TNFa han sido usados corrientemente para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias, e.g. infliximab.

Las citoquinas pro-inflamatorias se piensa que juegan un papel principal en la

patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias, incluyendo Ia
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enfermedad de intestino irritable (IBD). Las terapias actuales para tratar IBD se
dirigen a reducir los niveles de estas citoquinas pro-inflamatorias. El
exopolisacarido de la presente invencién puede tener una aplicacién potencial
en el tratamiento de desérdenes inflamatorios. Esto puede lograrse, por
ejemplo, aumentando la concentraciéon de citoquinas no-inflamatorias, tal
como, pero no limitada a IL-10, y/o disminuir la concentracion de citoquinas

inflamatorias.

Enfermedad inflamatoria del intestino

La enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) se caracteriza por una inflamacién
intestinal cronica que fecae. IBD se subdivide en la enfermedad de Crohn y
los fenotipos de colitis ulcerativa. La enfermedad de Crohn puede involucrar:
cualquier parte del tracto gastrointestinal, pero mas frecuente el ileon terminal y el
colon. Aproximadamente 10% de los casos se confinan al recto y al colon, La
clasificaciéon definitiva de la enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa no se
puede hacer y se designan como “colitis indeterminada’. Ambas
enfermedades incluyen inflamacion extra-intestinal de la piel, los ojos o las

coyunturas.

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa cominmente se clasifican como

enfermedades autoinmunes y ambas enfermedades se manifiestan por una

20 respuesta anormal del sistema inmune del cuerpo produciendo una

gz



e~

10

15

WO 2008/135959 PCT/IE2008/000054

inflamaciéon crénica en el revestimiento interior de los intestinos. La
prevalencia de la enfermedad inflamatoria del intestino se aumenta en
individuos con otras enfermedades autoinmunes, particularmente espondilitis

anquilosante, psoriasis, Cholangitis esclerosante, y esclerosis miltiple.

Enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn es un desorden crénico que cusa inflamacién del
tracto digestivo o gastrointestinal en el que el sistema inmune ataca al

intestino.

Aunque la enfermedad de Crohn afecta mas comunmente el final del ileon y
el comienzo del colon, esta puede involucrar cualquier parte del tracto
gastrointestinal. La inflamacién del intestino es transmural y discontinua; este
puede contener granulomas o estar asociada con fistulas intestinales o
perianales. Se creé que el gen CARD15 y el alelo del gen ABCB1 estan

asociados con la susceptibilidad a la enfermedad de Crohn.

Colitis ulcerativa

La colitis ulcerativa es una enfermedad que causa inflamacién y llagas en el
revestimiento interior del intestino grueso. Esta es una enfermedad
inflamatoria crénica no especifica que afecta el intestino. Las Ulceras y el

sangrado se forman en lugares en donde la enfermedad ha destruido las

10
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células del revestimiento. En contaste con la enfermedad de Crohn, la
inflamacién es continua y limitada a las capas mucosas del colon y el recto;

no se observan fistulas ni granulomas.

Parece que tanto factores genéticos y ambientales son importantes en su
etiologia. Fuss et al., examinando laminas propias de células T de pacientes
con colitis ulcerativa, encontraron que ellas producen cantidades
significativamente mas grandes de IL13 e IL5 que el control o que las células
con la enfermedad de Crohn y poco IFN-gama. Ellos concluyeron que la
colitis ulcerativa estd asociada con una respuesta Th2 atipica mediada por
células NKT no clasicas que producen IL13 y tienen potencial cito-téxico para

las células epiteliales.

Pouchitis

La inflamacion crénica y/o aguda del depésito ileal, también llamada
“pouchitis”, es una complicacion observada frecuentemente a largo plazo, de
la anastomosis de la bolsa ileo-anal. En los pacientes con colitis ulcerativa, la
prevalencia de la pouchitis varia entre menos del 10% hasta mas del 40%.
La definicion de pouchitis incluye sintomas clinicos, lesiones inflamatorias
macroscoépicas con evidencia endoscoépica e histolégica de inflamacion aguda

intensa de la mucosa del depésito.

11
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Diarrea asociada a Clostridium difficile

El Clostridium difficile es una espora anaerobia, gram-positiva que forma
bacilos que se aislaron por primera vez en 1935 de la flora fecal de neonatos
saludables. Solo hasta 1978 se establecié su asociacién con la colitis
seudomembranosa (PMC) inducida por antibidticos. Casi todos los
antibiéticos han sido asociados con la diarrea C. difficile y la colitis,
incluyendo la vancomicina y el metronidazol (los cuales se san para su
tratamiento) y la quimioterapia del cénc_:er. La frecuencia de la asociacién esta
relacionada con la frecuencia de uso, la via de administracion y el impacto del

antibiético sobre la microflora del colon.
Sindrome del intestino irritable

El sindrome del intestino irritable (IBS) es un desorden crénico que interfiere
con las funciones normales del intestino grueso (colon). Este se caracteriza
por un grupo de sintomas - dolor por calambre abdominal, sangrado,

estrefimiento y diarrea.

El IBS causa mucha incomodidad y angustia, pero no perjudica
permanentemente los intestinos y no conduce a sangrado intestinal o a
cualquier enfermedad seria, tal como cancer. Los signos y sintomas del IBS

varian ampliamente de una persona a otra y a menudo ocurre con algunas

20 oftras enfermedades.

12
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Otros ingredientes activos

Se apreciard que el exopolisacarido de la presente invencion se puede
administrar profilacticamente o como método de tratamiento bien sea en si
mismo o con otros materiales pro-biéticos y/o prebibticos. En adicién, se
pueden utilizar las bacterias como parte del régimen profilactico o régimen de
tratamiento usando otros materiales activos tales como aquellos utilizados
para tratar la inflamacién u otros desordenes, sobre todo aquellos del tracto
gastrointestinal. Se pueden administrar tales combinaciones en una
formulacién Gnica o como una formulaciéon separada administrada al mismo
tiempo o en diferentes momentos y utilizando la misma o diferentes vias de

administracion.

Composiciones farmacéuticas

Una composicién farmacéutica es una composicibn que comprende o
consiste de una cantidad efectiva terapéuticamente de un agente activo
farmacéuticamente. Preferiblemente esta incluye un vehiculo aceptable
farmacéuticamente, diluyentes o excipientes (incluyendo combinaciones de
éstos). Los vehiculos o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien
conocidos en el arte farmacéutico, y se describen, por ejemplo en,
Remington’s Pharmaceutical Sciences. Para escoger el vehiculo

farmacéutico, excipiente o diluyente se puede hacer teniendo en cuenta la via

13



o &

10

15

20

WO 2008/135959 PCT/IE2008/000054

de administracién y los estandares de la practica farmacéutica. Las
composiciones farmacéuticas pueden comprender segin o en adicién a —el
vehiculo, excipiente o diluyente cualquier ligante(s) o lubricante(s), agente(s)

de suspension, agente(s) de recubrimiento, agente(s) de solubilizacion.

Ejemplos de vehiculos aceptables farmacéuticamente inéluyen, por ejemplo,
agua, soluciones salinas, alcohol, silicona, ceras, jalea de petréleo, aceites
vegetales, polietileno glicoles, propileno glicol, liposomas, aztcares, gelatina,
lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, surfactantes, acido silicico,
parafina viscosa, aceite perfume, esteres mono-glicéridos y di-glicéridos de
acidos grasos, esteres de acidos graso petroetal, hidroximetilcelulosa,

polivinilpirrolidona, y los similares.

En donde sea apropiado, las composiciones farmacéuticas se pueden
administrar por cualquiera o mas de: inhalacién, en forma de un supositorio o
pesario, topicamente en forma de una locién, solucién, crema, ungiento o
polvos espolvoreables, parche para uso en la piel, oralmente en la forma de
tabletas que contienen excipientes tales como almidén o lactosa, o en
capsulas u 6vulos ya sea solos o en una mezcla con excipientes, o en la
forma de elixires, soluciones 0 suspensiones que contienen agentes
saborizantes o colorantes, o se pueden inyectar parenteralmente, por ejemplo
intracavernosamente, intravenosamente, intramuscularmente o

subcutaneamente. Para administracion parenteral, las composiciones se

14
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pueden utilizar mejor en forma de una solucién acuosa estéril que puede
contener otras sustancias, por ejemplo suficientes sales o monosacaridos
para que la solucién sea isotdnica con la sangre. Para administracién bucal o
sub-lingual las composiciones se pueden administrar en la forma de tabletas

o pastillas que se pueden formular de la manera convencional.

Puede haber diferentes requerimientoé de composiciones/formulaciones
dependiendo de los diferentes sistemas de liberacién. A manera de ejemplo,
la composiciéon farmacéutica de la presente invencién se puede formular para
ser liberada utilizando una mini-bomba o por una via mucosa, por ejemplo,
como un rociador nasal o aerosol para inhalacién, o solucién que se puede
ingerir, o parenteralmente en la cual la composicién se formula de una forma
inyectable, para liberar, por ejemplo, por una via intra-venosa, intramuscular
o subcutanea. Alternativamente, la formulacién se puede disefiar para ser

liberada por ambas vias

Otras caracteristicas e implementaciones de la presente invencion se
describirdn ahora a manera de ejemplos no limitantes y con referencia a las

figuras acompafnantes.

La Figura 1 muestra el esquema de purificacién para el exo-polisacarido
(PS1) desde el medio acondicionado producido por Bifidobacterium 35624

(NCIMB 41003).

15
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La Figura 2 muestra la estructura del exopolisacarido (PS1) producido por

Bifidobacterium 35624 (NCIMB 41003).

La Figura 3. llustra que el exopolisacarido (PS1) purificado a partir de
Bifidobacterium 35624 [NCIMB 41003] muestra actividad inmunomodulatoria
cuando se co-incuba in vitro con células mono-nucleares de sangre periférica

humana.

La Figura 4 demuestra que el PS1 limita la liberacién de la citoquina pro-
inflamatoria en respuesta a la estimulacién in vitro del receptor 4 similar al

Tall (TLR-4).

La Figura 5 demuestra que el PS1 limita la liberaciéon de la citoquina pro-
inflamatoria en respuesta a la estimulacién in vivo del receptor 4 similar al

Tall (TLR-4).

La Figura 6 demuestra que el PS1 limita la liberacion de la citoquina pro-
inflamatoria en respuesta a la re-estimulacion in vitro del receptor 4 similar al

Tall (TLR-4).

La cepa de Bifidobacterium 35624 (NCIMB 41003), cepa se describe en WO
00/42168, la cual se incorpora aqui en su totalidad por referencia. La cepa se

deposité en el NCIMB en enero 13, 1999

16
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Ejemplo1 Purificacion y determinacion de la estructura del

exopolisacarido (PS1) del medio acondicionado producido por

Bifidobacterium 35624

Purificacion 100 ml de medio MRS estéril (CM359 MRS Broth, Oxoid Ltd.,
Basingstoke, HAMPSHIRE, England) suplementado con cisteina al 0.05%
(peso/volumen) se colocaron en un erlenmeyer estéril de 250 mL, se inoculd
con Bifidobacterium 35624. El medio inoculado se incub6é en condiciones
anaerébicas (10-01PACK-Anaero, Mitsubishi Gas Chemical Company-
America, New York, NY) a 37°C sin agitacién, una muestra de medio M.RS sin
inoculo se uso como control del medio y se proceso idénticamente a la

muestra inoculada mediante los procedimientos que sefialan mas adelante.

Después de 48 horas de crecimiento, el cultivo de Bifidobacterium 35624
alcanzé ia fase estacionaria y mostré una OD a 600 nm de cerca de 3 (2-3-x
1079 unidades formadoras de colonia/ mL). Los cultivos se transfirieron a
tubos de centrifuga de policarbonato y se centrifugaron a 40000Xg durante 30
minutos (rotor JA-20, centrifuga Beckman J2-21, Beckman Coluter, Inc.,
Fullerton, CA), produciendo un sobrenadante claro y un pellet de células
apretado. El sobrenadante (medio acondicionado) se retiré cuidadosamente y

se usé en la purificacion del exopolisacarido (EPS). El pellet de células se

20 desecho.
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El esquema de purificacién para el EPS del medio acondicionado producido
por Bifidobacterium 35624 se muestra en la figura 1. A menos que se indique
de otra manera, todas las etapas se llevaron a cabo sobre hielo 0 a 4°C. Se
cargaron 80 mL de sobrenadante del cultivo en un dispositivo de ultrafiltracién
que tiene un peso molecular (MW) limite de 100000 Daltons (concentrador de
100 mL VC1042 Vivacell, Vivascience, Hannover, Germany). Las muestras se
concentraron por centrifugacién a 2000Xg en una centrifuga clinica. Después
que el volumen llego a cerca de 0.5 mL, el retenido (la fraccion HIMW) se
diafiltré una vez usando solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS) y se
concentr6 hasta cerca de 0.5 mL. EL retenido se transfiri6 a un tubo de
centrifuga estandar de 15 mL. El equipo de ultrafiltracién se enjuagd con 4 mL
de PBS y las aguas de enjuague se reunieron con lo retenido antes para

producir la fraccion retenida HIMW.

A la fraccién retenida HIMW se le adicion6 una sblucién de éacido
tricloroacético (TCA) 100 % para tener una concentracién final de TCA 20%
(v/v). Las muestras se incubaron durante dos horas sobre hielo y luego se
centrifugaron a 8000Xg durante 20 minutos (rotor JA-20). El sobrenadante
que contiene el EPS se transfiri6 a un tubo Corex de 30 mL. El pellet que
contiene las proteinas se desechd. El sobrenadante gue contiene el EPS se
tratd con 3 volumenes de etanol al 95% enfriado con hielo y se incubd
durante la noche a -20°C. Luego se centrifugaron los tubos a 8000Xg por 20

minutos (rotor JA-20). El sobrenadante se desecho. El pellet que contiene el

18
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EPS se re-suspendié en 5§ mL de PBS y luego se precipité de nuevo con 3
volumenes de etanol como se hizo anteriormente. El pellet se secé al aire,
sobre hielo, durante 60 minutos y luego se re-suspendié en 9 mL de MgCl; 10

mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7.4).

Con el propésito de retirar los acidos nucléicos, se adicion6
deoxiribonucleasa | (LS006331, Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ) y ribonucleasa A (R5250, Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis. MO) hasta concentraciones finales de 0.1 mg/mL y se incub6 durante 2
hofas a 37 °C. Las proteinas residuales se retiraron por adiciéon de proteinasa
K (P2308 Sigma-Aldrich) hasta una concentracion final de 0.02 mg/mL vy
luego se incubd la mezcla durante 2 horas a 37°C. La proteinasa K se
inactivé por incubaciéon durante 15 minutos a 70°C, seguido de la adicion de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (P7626, Sigma-Aldrich) hasta una concentracion
final 0.2 mM durante 15 minutos a temperatura ambiente. El EPS purificado
se precipité de la solucién por adicién de tres volimenes de etanol, como se
hizo anteriormente. E! pellet se re-suspendié en 9 mL de una solucion
amortiguadora salina de fosfatos. La muestra re-suspendida se cargo en un
tubo de didlisis SnakeSkin (68035, Pierce Biotechnology, Rockford, IL) que
tiene un peso molecular limite de 3500 y luego se dializé contra 7 litros de

agua (2 cambios) durante 48 horas a 4°C.

Se retir6 una pequeia alicuota de la muestra dializada para cuantificar el

19
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polisacarido presente usando el método estandar fenol-acido sulfarico de
Dubois et al. (Anal. Chem. 28, 350-356 (1956)). Una vez se determind la
concentracion del EPS, se tomaron alicuotas apropiadas, se congelaron
sobre hielo seco, y se liofilizaron a sequedad. El material liofilizado se

almacené a -80°C.

Analisis NMR. Se llevaron a cabo analisis por resonancia magnética nuclear
de protones (1H-NMR) en un espectrémetro Varian Inova de 600 MHz (Varian
Medical Systems, Palo Alto, CA). Las muestras liofilizadas se disolvieron en
D,0O y después de permitir un intercambio extenso de deuterio, se obtuvo el
espectro a 25°C. Los desplazamientos quimicos se referenqiaron respecto de
TSP interno. Se recogieron datos de espectroscopia de co-relacion "H'H
(COSY, Espectroscopia de co-relacion total (TOCSY), espectroscopia nuclear
de efecto Overhauser (NOESY) y espectroscopia de co-relacién cuantica
Unica hetero-nuclear proton-carbono (HSQC) en modos de fase sensible
usando cuadratura States-Haberkorn-Rubin. Todas las secuencias de pulsos
fueron suministradas por el distribuidor automatico del espectrometro y se
usaron sin modificacién. Se aplicé una potencia baja de pre-saturaciéon a la
sefal residual HDO. Tipicamente, los datos se recogieron con puntos de
datos complejos 2048, 512 veces, y escaneos/incremento 16-32. El programa
de pulso TOCSY contenido en una secuencia mezclada de 60-ms MLV-17 y

el tiempo de mezcla de NOESY fue 150 ms.
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Analisis de carbohidratos. El andlisis de la composicién glicosilica se realiz6
mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) de
derivados de per-O-trimetilsi(TMS) derivados de los monosacaridos
metilglicésidos producidos a partir Bifidobacterium 35624 EPS purificado por
metanolisis acida (York et al., (1986); Merkle, R. K. y Poppe, 1. 1994). Para el
andlisis de la unién glicosilica, la muestra de EPS se permetild, depolimerizé,
redujo y acetildo. Los acetatos alditol metilados parciaimente (PMAAs)
resultantes se analizaron por GC-MS como se describié previamente (York et

al, (1986); Merkle y Poppe (1994)).

Determinacion de la estructura del EPS.
El EPS purificado se analizé usando "H-NMR. El espectro muestra que este material
estd compuesto exclusivamente carbohidratos; no hay indicaciéon .de acidos
nucléicos, proteinas, lipidos o pequefios contaminantes organicos. Se hicieron
experimentos de NMR bi-dimensional (2D-NMR) conocidos en el arte y descritos
anteriormente que establecieron que la mayoria de los carbohidratos presentes
comprenden polisacaridos lineales que consisten de disacéaridos repetidos.
Combinando los datos de la composicién y los analisis la estructura de éste
polisacérido (llamado PS1) es [ -B(1,3)-unido- D-N-acetil-galactosamina piranosil -
B(1,4)-unido-D-glucosa pyranosyl- ],, en donde n indica que esta unidad disacarida se
repite n veces, dando un polisacarido que tiene un peso molecular mayor de 100000
Daltons. La estructura de PS1 se puede abreviar como -3(I,3)-D-GalpNAc -B(1,4)-D-

Glcp- |n y se muestra en la Figura 2. Advierta que no se detecta PS1 en la
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muestra de control del medio.

Ejemplo 2. El exopolisacarido(PS1) de B. infantis 35624 tiene actividad
inmunomodulatoria cuando se co-incuba in vitro con células del sistema

inmune humano.

L.as fracciones de EPS se ensayaron usando el analisis de induccién con citoquinas
(celulas mononucleares de sangre periférica) PBMC. En este analisis, las PBMCs
se aislaron de la sangre pbr separacién por gradiente de densidad y se incubaron
durante 72 horas a 37°C (en presencia de penicilina y estreptomicina) con medio
de control, o con incremento de las concentraciones PS1 purificado de B.
infantis 35624. Los sobrenadan'tes se analizaron para niveles de IL-1B, 1L-6, IL-
8, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-Y, utilizando Kits de descubrimiento de meso-escala

(MSD) y se analizaron utilizando un lector de placas MSD.

La Figura 3 explica los resultados de este ensayo. PS1 estimuld la secrecion de
todas las citoquinas probadas, cuando las PBMCs se estimularon con 1 - 5 pg/ml
de PS1. La actividad estimulante de la citoquina se redujo a niveles de segundo

plano, para muchas citoquinas, cuando se utilizaron 10 pg/mi de PS1.

Adicionalmente, para probar las PBMCs en reposo, se utilizé el lipopolisacarido
con ligando TLR-4 (LPS) para activar las PBMCs con o sin estimulacion PS1.

Debido a que en experimentos preliminares se observé que 5 pg/ml de PS1 era
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una dosis 6ptima, se utilizé esta dosis en ensayos posteriores. Estos resultados se
explican en la Figura 4 como el valor promedio de citoquina para células
estimuladas con LPS + PS1 menos el valor de citoquina para células estimuladas
Gnicamente con LPS. Cuando se hizo co-incubacién con PS1, el LPS estimul6 a
las PBMCs a secretar sustancialmente menos IL-6 y significativamente menos IL-

8, TNF-a e IFN-O.

Ejemplo 3 El exopolisacarido —B. infantis 35624 (PS1) tiene actividad anti

inflamatoria cuando se inyecta en un modelo de sepsis para ratones.

El PS1 se inyect6 i.p. en ratones saludables y estos ratones se observaron
durante 24 horas. No se apreciaron signos obvios de tensién, lo cual sugiere que
este polisacarido fue bien tolerado por los animales y el PS1 no indujo sepsis o
una respuesta pro-inflamatoria. Después del periodo de observacion de 24 horas,
los animales se inyectaron i.p. con el lipopolisacarido (LPS) con el fin de inducir
una respuesta similar a la sepsis. Dos horas mas tarde, se seleccionaron todos los
animales y se midié, in vitro, la secrecién de citoquina de esplenocitos. Los
esplenocitos aislados, provenientes de los ratones tratados con PS1 + LPS,
liberaron significativamente menos TNF-a en comparacién con ratones que
recibieron sélo LPS (Figura 5). Adicionalmente, los esplenocitos provenientes de
estos animales se volvieron a estimular con LPS, in vitro, y otra vez se observo
una respuesta disminuida de citoquina pro-inflamatoria en esplenocitos

provenientes de animales expuestos previamente al PS1 (Figura 6).
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Estos datos reunidos demuestran que el EPS1, proVeniente de la Bifidobacterium
infantis 35624, tiene actividad inmunomodulatoria y protege contra respuestas

inflamatorias mediadas por LPS o TLR-4.

Aunque el ensayo arriba mencionado describe el exopolisacarido (PSI) secretado,
se visualiza que una forma no secretada del exopolisacéarido, por ejemplo una
célula asociada o membrana asociada / forma capsular o enlazada del
exopolisacarido, se comportaria en una forma similar al EPS secretado. El ensayo

descrito en este documento se disefid para examinar el EPS secretado, pero sera

claro para una persona experta en el arte que una proporcion del EPS secretado

puede enlazarse con la célula (por ejemplo, célula asociada o capsular) durante la
produccién del EPS y previamente al transporte o liberacion del EPS desde la

célula.

La invencion no se limita a las implementaciones descritas mas arriba, las cuales

se pueden variar en detalle.
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REIVINDICACIONES

Un polisacarido aislado que comprende la estructura [ -B(1,3)-D-

GalpNAc - 3(1,4)-D-Glcp- ],

Un polisacarido aislado a partir de una cepa bacteriana que

comprende la estructura [ -8(1,3)-D-GalpNAc - B(1,4)-D-Gicp- ],

Un polisacarido aislado a partir de una cepa de Bifidobacterium que

comprende la estructura [ -8(1,3)-D-GalpNAc - B(1,4)-D-Glep- ],

Un polisacarido aislado a partir de una cepa de Bifidobacterium que

comprende la estructura [ -B(1,3)-D-GalpNAc - 3(1,4)-D-Glcp- ]»

Un polisacarido aislado a partir de una cepa de Bifidobacterium
NCIMB 41003 que comprende la estructura [ -B(1,3)-D-GalpNAc -

B(1,4)-D-Glcp- ]n

Utilizacion de un polisacarido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 en la preparacion de un medicamento para el

tratamiento o la prevencion de actividad inflamatoria indeseable.

Utilizacion de un polisacarido de acuerdo con cualquiera de las
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10.

11.

12.

reivindicaciones 1 a 5 en la preparacion de un medicamento para el

tratamiento o la prevencién de actividad inflamatoria gastrointestinal

indeseable.

Utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 7 en donde la actividad
inflamatoria gastrointestinal es la enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, sindrome de intestino irritable, pouchitis, colitis post-
infecciosa, diarrea asociada a Clostridium difficile, diarrea asociada a

Rotavirus o diarrea post-infecciosa.

Utilizacién de un polisacarido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 en la preparacion de un medicamento para el

tratamiento o la prevencién de artritis reumatoidea.

Utilizacién de un polisacarido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 en la preparacion de un medicamento para el

tratamiento o la prevencién de desérdenes autoinmunes.

Una composiciéon farmacéutica que comprende un polisacarido de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5 y un vehiculo farmacéutico

aceptable.

Un producto alimenticio que comprende un polisacarido de acuerdo
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13.

14.

15.

16.

17.

con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

Un producto alimenticio como se reivindica en la reivindicacion 12 en

donde el producto alimenticio es uno o mas seleccionados de un

grupo que comprende: yogures, cereales, bebidas.

Un polisacarido aislado sustancialmente como se describe antes.

Utilizacidn de un polisacarido aislado sustancialmente como se

describe antes.

Una composicion farmacéutica sustancialmente como se describe

antes.

Un producto alimenticio sustancialmente como se describe antes.
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[ -B(1,3)-D-6GalpNAc - B(1,4)-D-6Glcp- ],

FIG 2
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COMPLETA [(//ng INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Inducamon de que se solicita el registro de Disefio Industrial []
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [1]
@ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el diseiio
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA[ 1]
ESQUEMA DE TRAZADO [ ]
@ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [ ]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud []
€ Representacion grafica del esquema trazado [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas []
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ 1]

4 [
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