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COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN CEPAS BACTERIANAS

CAMPO TECNICO

La presente invencidn se encuentra en el campo de las composiciones
que comprenden cepas bacterianas aisladas del tracto digestivo
de los mamiferos y el uso de tales composiciones en el tratamiento

de la enfermedad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se considera que el intestino humano es estéril in utero, pero
estd expuesto a una gran variedad de microbios maternos y del medio
ambiente inmediatamente después del nacimiento. Posteriormente,
sucede un periodo dinédmico de colonizacidén y sucesidn microbiana,
que estd influenciado por factores tales como el modo de parto,
medio ambiente, dieta y genotipo del huésped, todos los cuales
tienen un impacto en la composicién de la microbiota intestinal,
particularmente durante los primeros afios de vida. Luego, la
microbiota se estabiliza y se vuelve como la de un adulto [1].
La microbiota intestinal humana contiene més de 500 a 1000
filotipos diferentes que pertenecen esencialmente a dos
divisiones Dbacterianas principales, la Bacteroidetes vy 1la
Firmicutes [2]. Las relaciones simbibéticas exitosas que surgen
de la colonizacidén bacteriana de la viscera humana han producido

una amplia variedad de funciones metabdlicas, estructurales,
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protectoras asi como otras funciones favorables. Las actividades
metabdlicas mejoradas de los intestinos colonizados aseguran que
otros componentes de la dieta indigeribles sean degradados con
liberacidén de subproductos que proveen una importante fuente de
nutrientes para el huésped. De manera similar, la importancia
inmunoldégica de la microbiota intestinal es muy reconocida y esta
ejemplificada en los animales libres de gérmenes que tienen un
sistema inmunitario deteriorado que es reconstituido
funcionalmente después de la introduccidén de las Dbacterias
comensales [3-4].

Cambios dréasticos en la composicién de la microbiota han sido
documentados en los trastornos gastrointestinales tal como la
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, por sus siglas en
inglés). Por ejemplo, los niveles de las bacterias del grupo
Clostridium XIVa son reducidos en los pacientes con IBD mientras
que los numeros de E. coli se incrementan, 1o que sugiere un cambio
en el equilibrio de simbiontes y patobiontes dentro de 1los
intestinos [ 5-6]. Resulta interesante que esta disbiosis
microbiana estd también asociada con desbalances en las
poblaciones de los linfocitos T efectores.

En reconocimiento del potencial efecto positivo que ciertas cepas
bacterianas pueden tener en los intestinos animales, se han
propuesto diversas cepas para su uso en el tratamiento de diversas

enfermedades (ver, por ejemplo, [7-81]1). Igualmente, se han
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propuesto ciertas cepas, gue incluyen principalmente las cepas
de Lactobacillus y Bifidobacterium, para uso en el tratamiento
de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias que no
estdn directamente relacionadas con los intestinos (ver [9] yv [10]
para comentarios). Sin embargo, estd muy mal caracterizada la
relacidén entre las diferentes enfermedades y las diferentes cepas
bacterianas, asi como también los efectos precisos de las cepas
bacterianas particulares sobre los intestinos y a un nivel
sistémico y en cualquier tipo particular de enfermedades.

Hay una necesidad en la técnica de nuevos métodos para el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias %
autoinmunitarias. Hay también una necesidad de caracterizar los
posibles efectos de las bacterias intestinales de modo que se
puedan desarrollar nuevas terapias que utilicen las bacterias

intestinales.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado nuevas terapias para el
tratamiento y prevencién de las enfermedades inflamatorias vy
autoinmunitarias. En particular, los inventores han desarrollado
nuevas terapias para el tratamiento y prevencidédn de las
enfermedades y afecciones mediadas por la IL-17 o la via Thl7.
En particular, los inventores han identificado que las cepas

bacterianas del género Blautia pueden ser efectivas para reducir
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la respuesta inflamatoria de Thl7. Tal como se describe en los
ejemplos, la administracidén oral de las composiciones que
comprenden Blautia stercoris puede reducir la gravedad de 1la
respuesta inflamatoria, incluso la respuesta inflamatoria de
Thl7, en modelos de ratones con asma, artritis reumatoidea vy
esclerosis multiple. De igual modo, tal como se describe en los
ejemplos, la administracién oral de las composiciones que
comprenden Blautia wexlerae puede reducir la gravedad de la
respuesta inflamatoria, que incluye la respuesta inflamatoria
Thl7, en modelos de ratones con uveitis. Por lo tanto, 1los
inventores han identificado que dos cepas diferentes de especies
diferentes en el género Blautia pueden ser efectivas para el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias %
autoinmunitarias.

Por lo tanto, en una primera realizacidn, la presente invencidn
provee una composicidén que comprende una cepa bacteriana del
género Blautia, para su uso en un método de tratamiento o
prevencién de una enfermedad o afeccidén mediada por la IL-17 o
la via Thl7. Los inventores han identificado que el tratamiento
con cepas bacterianas de este género puede reducir los niveles
de citoquinas que son parte de la via Thl7, incluso IL-17, puede
aliviar la respuesta inflamatoria de Thl7 y puede proporcionar
beneficios clinicos en los modelos de ratones con enfermedades

inflamatorias y autoinmunitarias mediadas por la IL-17 y la via
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En realizaciones particulares, la presente invencidn provee una
composicidn que comprende una cepa bacteriana del género Blautia,
para su uso en un método de tratamiento o prevencidén de una
enfermedad o afeccidén que se selecciona del grupo que consiste
en: esclerosismiltiple; artritis, tal como artritis reumatoidea,
osteocartritis, artritis ©psoridsica o artritis idiopéatica
juvenil; neuromielitis bptica (enfermedad de Devic) ;
espondilitis anquilosante; espondiloartritis; psoriasis; lupus
eritematoso sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal, tal
como enfermedad de Crohn o colitisulcerativa; enfermedad celiaca;
asma, tal como asma alérgica o asma neutrofilica; enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD, por sus siglas en inglés);
cancer, tal como cadncer de mama, cancer de colon, cancer de pulmdn
o cancer de ovarios; uveitis; escleritis; vasculitis; enfermedad
de Behcet; aterosclerosis; dermatitis atédpica; enfisema;
periodontitis; rinitis alérgica y rechazode aloinjerto. El efecto
mostrado por las cepas bacterianas del género Blautia en la
respuesta inflamatoria de Thl7 puede proveer Dbeneficios
terapéuticos para las enfermedades y las afecciones mediadas por
la IL-17 y 1la wvia Thl7, tales como las que se enumeran
anteriormente.

En las realizaciones preferidas, la presente invencidn provee una

composicidn que comprende una cepa bacteriana del género Blautia,
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para su uso en un método de tratamiento o prevenciédn del asma,
tal como asma neutrofilica o asma alérgica. Los inventores han
identificado que el tratamiento con las cepas de Blautia puede
reducir la incorporacién de neutrédfilos y eosindfilos en los
pulmones, lo que puede ayudar a tratar o prevenir el asma. Ademés,
los inventores han probado y demostrado la eficacia de las cepas
de Blautia en modelos de ratones con asma. En ciertas
realizaciones, la composicidén es para uso en un método de
tratamiento o prevencidédn del asma neutrofilica o asma
eosinofilica. El1l efecto mostrado por las composiciones de la
presente invencidén en los neutrédfilos y eosindéfilos significa que
pueden ser particularmente efectivas para el tratamiento o
prevencidén del asma neutrofilica y el asma eosinofilica. En
efecto, en ciertas realizaciones, la composicidn es para su uso
en un método para reducir una respuesta inflamatoria neutrofilica
en el tratamiento o prevencidén del asma, o la composicidn es para
su uso en un método para reducir una respuesta inflamatoria
eosinofilica en el tratamiento o prevencién del asma. En las
realizaciones preferidas, la presente invencidén provee una
composicidén que comprende una cepa bacteriana de la especie
Blautia stercoris para su uso en el tratamiento del asma, y en
particular el asma eosinofilicaoalérgica. Igualmente, semuestra
que Blautia stercoris tiene un efecto particularmente pronunciado

en los neutrdéfilos en los modelos con asma y el tratamiento con
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Blautia stercoris puede ser particularmente efectivo para tratar
el asma neutrofilica. En ciertas realizaciones, la presente
invencidén provee una composicidn que comprende una cepa bacteriana
de la especie Blautia wexlerae para su uso en el tratamiento del
asma, y en particular el asma eosinofilica o alérgica.

En realizaciones preferidas adicionales, la presente invenciédn
provee una composicidén que comprende una cepa bacteriana del
género Blautia, para su uso en un método para tratar o prevenir
la artritis reumatoide. Los inventores han identificado que el
tratamiento con las cepas de Blautia puede proveer beneficios
clinicos en un modelo de ratdén de artritis reumatoidea y puede
reducir la inflamacién de las articulaciones. En las realizaciones
preferidas, la presente invencidn provee una composicidn que
comprende una cepa bacteriana de la especie Blautia stercoris,
para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoidea. Las
composiciones que usan Blautia stercoris pueden ser
particularmente efectivas para el tratamiento de la artritis
reumatoidea. En ciertas realizaciones, la presente invencidn
provee una composicidén que comprende una cepa bacteriana de la
especie Blautia wexlerae, para sSu uso en el tratamiento de 1la
artritis reumatoidea.

En las realizaciones preferidas adicionales, la presente
invencidén provee una composicidn que comprende una cepa bacteriana

del género Blautia, para su uso en un método para tratar o prevenir
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tratamiento con las cepas de Blautia puede reducir la incidencia
de la enfermedad asi como la gravedad de la enfermedad en un modelo
de ratédn de esclerosis maltiple. En las realizaciones preferidas,
la presente invencidn provee una composicidén que comprende una
cepa bacteriana de la especie Blautia stercoris, para su uso en
el tratamiento de la esclerosis multiple. Las composiciones que
usan Blautia stercoris pueden ser particularmente efectivas para
el tratamiento de la esclerosis multiple. En ciertas
realizaciones, la presente invencidédn provee una composicidn que
comprende una cepa bacteriana de la especie Blautia wexlerae, para
su uso en el tratamiento de la esclerosis multiple.

En las realizaciones preferidas adicionales, la presente
invencidén provee una composicidn que comprende una cepa bacteriana
del género Blautia, para su uso en un método para tratar o prevenir
la uveitis, tal como la uveitis posterior. Los inventores han
identificado que el tratamiento con las cepas de Blautia puede
reducir la incidencia de la enfermedad y la gravedad de la
enfermedad en un modelo de ratdén de uveitis y puede prevenir o
reducir el dafioc en la retina. En las realizaciones preferidas,
la presente invencidn provee una composicidn que comprende una
cepa bacteriana de la especie Blautia wexlerae, para Su uso en
el tratamiento de la uveitis. Las composiciones que usan Blautia

wexlerae pueden ser particularmente efectivas para el tratamiento
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de la uveitis. En ciertas realizaciones, la presente invencidn
provee una composicidén que comprende una cepa bacteriana de la
especie Blautia stercoris, para su uso en el tratamiento de la
uveitis.

En realizaciones preferidas adicionales, la presente invencién
provee una composicidén que comprende una cepa bacteriana del
género Blautia, para su uso en un método para tratar o prevenir
el cancer, tal como cancer de mama, pulmén o higado. Las
composiciones que comprenden una cepa bacteriana del género
Blautia pueden reducir el crecimiento tumoral en modelos de
ratones con céancer de mama, pulmén e higado. En ciertas
realizaciones, la composicidén es para su uso en un método para
reducirel tamafio del tumor o prevenir el crecimiento tumoral en
el tratamiento del cdncer. En ciertas realizaciones, la presente
invencidén provee una composicidédn que comprende una cepa bacteriana
de la especie Blautia stercoris, para sSu uso en el tratamiento
del cancer. En ciertas realizaciones, la presente invencidn provee
una composicién que comprende una cepa bacteriana de la especie
Blautia wexlerae, para su uso en el tratamiento del céancer.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en un método para reducir la produccidn
de IL-17 o reducir la diferenciacién celular de Thl7 en el
tratamiento o prevencidn de una enfermedad o afeccidn mediada por

la IL-17 o la via Thl7. En particular, las composiciones de la
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presente invencidén se pueden usar para reducir la produccién de
IL-17 oreducir ladiferenciacidén celular de Thl7 enel tratamiento
oprevencién del asma, artritis reumatoidea oesclerosismultiple,
o de asma, artritis reumatoidea, esclerosis multiple, uveitis o
cancer. De manera preferible, la presente invencidn provee
composiciones que comprenden una cepa bacteriana de la especie
Blautia stercoris, para su uso en reducir la produccién de IL-17
o reducir la diferenciacién celular de Thl7 en el tratamiento o
prevencidédn del asma, artritis reumatoidea o esclerosis multiple.
La presente invencidn también provee composiciones que comprenden
una cepa bacteriana de la especie Blautia stercoris, para sSu uso
en reducir la produccién de IL-17 o reducir la diferenciacién
celular de Thl7 en el tratamiento o prevencidn de la uveitis. La
presente invencidén también provee composiciones que comprenden
una cepa bacteriana de la especie Blautia wexlerae, para su uso
en reducir la produccién de IL-17 o reducir la diferenciacidn
celular de Thl7 en el tratamiento o prevencidén del asma, artritis
reumatoidea o esclerosis multiple o uveitis.

En ciertas realizaciones, la composicidn es para uso en un paciente
con elevados niveles de IL-17 o células Thl7. El efecto en la
respuesta inflamatoria de Thl7 mostrado por las cepas de Blautia
puede ser particularmente beneficioso para tales pacientes.
En las realizaciones preferidas de la presente invencidn, la cepa

bacteriana en la composicidn es de Blautia stercoris. También se
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pueden usar cepas estrechamente relacionadas, tales como las cepas
bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16s que es por lo
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % idéntica a
la secuencia de ARNr 16s de una cepa bacteriana de Blautia

stercoris. De manera preferible, la cepa bacteriana tiene una

o\

secuencia de ARNr 16s que es por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98

o°

, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO:1 o 2. De manera
preferible, la identidad de la secuencia es con la SEQ ID NO:2.
De manera preferible, la cepa bacteriana para uso en la presente
invencidén tiene la secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ
ID NO:2.

En las realizaciones preferidas de la presente invencién, la cepa
bacteriana en la composicidén es de Blautia wexlerae. También se
pueden usar cepas estrechamente relacionadas, tales como cepas
bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16s que es por lo
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % idéntica a
la secuencia de ARNr 16s de una cepa bacteriana de Blautia

wexlerae. De manera preferible, la cepa bacteriana tiene una

o\

secuencia de ARNr 16s que es por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98

o°

;, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO:3 o 4. De manera
preferible, la identidad de la secuencia es con la SEQ ID NO:4.
De manera preferible, la cepa bacteriana para suuso en la presente
invencidén tiene la secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ

ID NO:4.
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En ciertas realizaciones, la composicién de la presente invenciodn
es para administracidén oral. La administracidén oral de las cepas
de la presente invencidén puede ser efectiva para tratar
enfermedades y afecciones mediadas por la IL-17 o la via Thl7.
También, la administracidén oral es conveniente para pacientes y
médicos y permite la administracidén hacia y/o la colonizaciédn
parcial o total del intestino.
En ciertas realizaciones, la composicién de la presente invenciodn
comprende uno o mas excipientes o portadores farmacéuticamente
aceptables
En ciertas realizaciones, la composicién de la presente invenciodn
comprende una cepa bacteriana que ha sido liofilizada. La
liofilizacidén es una técnica efectiva y conveniente para la
preparacién de composiciones estables que permiten la
administracién de las bacterias.
En ciertas realizaciones, la presente invencidn provee un producto
alimenticio que comprende la composicidén tal como se describibd
anteriormente.
En ciertas realizaciones, la presente invencidén provee una
composicidén de vacuna que comprende la composicidn tal como se
describid anteriormente.
De manera adicional, la presente invencidédn provee un método para
tratar o prevenir una enfermedad o estado de salud mediado por

la IL-17 o la via Thl7, que comprende la administracidén de una
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composicién que comprende una cepa bacteriana del género Blautia.
En el desarrollo de la presente invencidén anteriormente
mencionada, los inventores han identificado y caracterizado una
cepa bacteriana que es particularmente Util para la terapia. Se
muestra que la cepa de Blautia stercoris de la presente invencidn
es efectiva para el tratamiento de las enfermedades descritas en
el presente documento, tales como artritis, asma y esclerosis
miltiple. Por lo tanto, en otro de los aspectos, la presente
invencidén provee una célula de la cepa de Blautia stercoris
depositada con el numero de acceso NCIMB 42381, o un derivado de
esta. La invencidén también provee composiciones gque comprenden
tales células o cultivos bioldégicamente puros de tales células.
La invencidén también provee una célula de la cepa de Blautia
stercoris depositada con el numero de acceso NCIMB 42381, o un
derivado de esta, para su uso en terapia, en particular para las
enfermedades descritas en el presente documento.

En el desarrollo de la presente invencidén mencionada
anteriormente, los inventores han identificado y caracterizado
una cepa bacteriana adicional que es particularmente Util para
terapia. La cepa de Blautia wexlerae de la presente invencidn se
muestra que es efectiva para tratar las enfermedades descritas
en el presente documento, tal como la uveitis. Por lo tanto, en
otro aspecto, la presente invencidn provee una célula de la cepa

de Blautia wexlerae depositada con el nimero de acceso NCIMB 42486,
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o un derivado de esta. La invencidén también provee composiciones
que comprenden dichas células o cultivos bioldgicamente puros de
tales células. La invencidén también provee una célula de la cepa
de Blautia wexlerae depositada con el numero de acceso NCIMB 42486,
o un derivado de esta, para su uso en terapia, en particular para

las enfermedades descritas en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Conteo total de células en el fluido BAL.
La Figura 2: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Conteo total de eosindéfilos en BALF.

La Figura 3: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Proporcidén de eosindéfilos en BALF.

La Figura 4: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Conteo total de macrdéfagos en BALF.

La Figura 5: modelo de ratdn de asma inducida por los a&caros del
polvo doméstico - Proporcién de macrdfagos en BALF.

La Figura 6: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Conteo total de neutrdéfilos en BALF.

La Figura 7: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Proporcién de neutrdfilos en el BALF.

La Figura 8: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del

polvo doméstico - Conteo total de linfocitos en BALF.
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La Figura 9: modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Proporcidén de linfocitos en BALF.
La Figura 10: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Conteo
total de células en el fluido BAL.
La Figura 11: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Conteo
total de eosindfilos en el BALF.
La Figura 12: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Proporcidén de eosindéfilos en el BALF.
La Figura 13: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Conteo
total de macrdédfagos en el BALF.
La Figura 14: modelo de ratédn de asma grave neutrofilica -
Proporcién de macrédfagos en el BALF.
La Figura 15: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Conteo
total de neutrdfilos en el BALF.
La Figura 16: modelo de ratédn de asma grave neutrofilica -
Proporcidédn de neutrdfilos en el BALF.
La Figura 17: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Conteo
total de linfocitos en el BALF.
La Figura 18: modelo de ratédn de asma grave neutrofilica -
Proporcidédn de linfocitos en el BALF.
La Figura 19: modelo de ratdédn de artritis reumatoidea - Pesos
corporales, dias -14 a 0. Los datos se presentan como porcentajes
de la Media + SEM [error estdndar de la media] de los pesos

corporales iniciales (Dia -14).
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La Figura 20: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Pesos
corporales, dias 0 a 42. Los datos se presentan como porcentajes
de la Media = SEM de los pesos corporales iniciales (Dia Q).
p < 0,05 en comparacién con el grupo tratado con el vehiculo.
La Figura 21: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Puntajes
clinicos. Los datos se presentan como la Media * SEM. **** p <
0,0001 en comparacidén con el Dia 21 en el grupo tratado con el
vehiculo. ¢ p < 0,05 en comparacidén con el grupo tratado con el
vehiculo en un dia dado.

La Figura 22: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Respuesta
proliferativa de esplenocitos a Coladgeno II. Conteo por minuto
menos el antecedente del medio [estimulacidén por CII — antecedente
del medio] por minuto en funcidén de la incorporacidén de 3H-TdR.
Todos los datos se presentan como la Media = SEM. * p < 0,05 en
comparacién con el grupo del vehiculo.

La Figura 23: modelo de ratdédn de artritis reumatoidea - Niveles
de IFNy en sobrenadantes del cultivo de tejidos. Las lineas
representan los valores de las medianas grupales.

La Figura 24: Modelo de ratdén de artritis reumatoidea - Niveles
de IL-17A en sobrenadantes del cultivo de tejidos. Las lineas
representan los valores de las medianas grupales.

La Figura 25: Modelo de ratdén de artritis reumatoidea - Niveles
de IL-10 en sobrenadantes del cultivo de tejidos. Las lineas

representan los valores de las medianas grupales.
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La Figura 26: Modelo de ratdén de artritis reumatoidea - Niveles
de IL-6 en sobrenadantes del cultivo de tejidos. Las lineas
representan los valores de las medianas grupales.
La Figura 27: Modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico —-IgE total en suero
La Figura 28: Modelo de ratdn de asma inducida por los &caros del
polvo doméstico — IgGl especifico de HDM en el suero
La Figura 29: Modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico -IgE total en el BALF
La Figura 30: Modelo de ratdn de asma inducida por los &caros del
polvo doméstico — IgGl especifico de HDM en BALF
La Figura 31: Modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Andlisis histoldgico - Puntaje promedio de
infiltracidén peribronquial
La Figura 32: Modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Andlisis histoldégico - Puntaje promedio de
infiltracién perivascular
La Figura 33: Modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico — Andlisis Histoldgico — Puntaje de inflamacidn
promedio (Promedio del puntaje de infiltracidn peribronquial y
perivascular)
La Figura 34: Modelo de ratdn de asma inducida por los acaros del
polvo doméstico - Andlisis Histoldédgico - Puntaje de mucosidad

La Figura 35: Modelo de ratdn de asma inducida por los &caros del



10

15

20

18
polvo doméstico — Nivel de IL-9 en el tejido pulmonar
La Figura 36: Modelo de ratdédn de asma inducida por los &caros
polvo doméstico — Nivel de IL-la en el tejido pulmonar
La Figura 37: Modelo de ratdén de asma inducida por los acaros
polvo doméstico — Nivel de IFNy en el tejido pulmonar
La Figura 38: Modelo de ratdédn de asma inducida por los &caros
polvo doméstico — Nivel de IL-17A en el tejido pulmonar
La Figura 39: Modelo de ratdén de asma inducida por los acaros
polvo doméstico — Nivel de IL-4 en el tejido pulmonar
La Figura 40: Modelo de ratdédn de asma inducida por los &caros
polvo doméstico — Nivel de IL-5 en el tejido pulmonar
La Figura 41: Modelo de ratdén de asma inducida por los acaros
polvo doméstico - Nivel de IL-1b en el tejido pulmonar
La Figura 42: Modelo de ratdédn de asma inducida por los &caros
polvo doméstico - Nivel de RANTES en el tejido pulmonar
La Figura 43: Modelo de ratdédn de asma inducida por los &caros
polvo doméstico - Nivel de MIP-la en el tejido pulmonar
La Figura 44: Modelo de ratdén de asma inducida por los acaros
polvo doméstico - Nivel de KC en el tejido pulmonar
La Figura 45: Modelo de ratdn de asma inducida por los &caros

polvo doméstico - Nivel de MIP-2 en el tejido pulmonar
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La Figura 46: Modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - IgGl

especifico de HDM en el suero

La Figura 47: Modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - IgG2a
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especifico de HDM en el suero

La Figura 48: Modelo de ratédn de asma grave neutrofilica - IgGl

especifico de HDM en el BALF

La Figura 49: Modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - IgG2a

especifico de HDM en el BALF

La Figura 50: Modelo de ratédn de asma grave neutrofilica — Andlisis

histoldégico
La Figura 51
histoldégico
La Figura 52

histolégico - Puntaje de inflamacién promedio

Puntaje peribronquial y perivascular)
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Figura 53: Modelo de ratdn de asma grave
TNFa en el tejido pulmonar

Figura 54: Modelo de ratdén de asma grave
IL-1a en el tejido pulmonar

Figura 55: Modelo de ratdn de asma grave
IFNy en el tejido pulmonar

Figura 56: Modelo de ratdén de asma grave
IL-17F en el tejido pulmonar

Figura 57: Modelo de ratdn de asma grave
IL-1b en el tejido pulmonar

Figura 58: Modelo de ratdn de asma grave

RANTES en el tejido pulmonar

neutrofilica

neutrofilica

neutrofilica

neutrofilica

neutrofilica

neutrofilica

- Puntaje promedio de infiltracidén peribronquial

: Modelo de ratdn de asma grave neutrofilica — Andlisis
- Puntaje promedio de infiltracidédn perivascular

: Modelo de ratédn de asma grave neutrofilica — Andlisis

(Promedio del

Nivel

Nivel

Nivel

Nivel

Nivel

Nivel
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La Figura 59: Modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Nivel
de MIP-2 en el tejido pulmonar
La Figura 60: Modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de KC en el tejido pulmonar
La Figura 61: Modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Nivel

de IL-17A en el tejido pulmonar

La Figura 62: Modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - Nivel
de MIP-la en el tejido pulmonar

La Figura 63: Modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IL-33 en el tejido pulmonar

La Figura 64: Modelo de ratdn de artritis reumatoidea — Plantilla
grafica para el puntaje de histopatologia. Imagenes
representativas gque muestran puntajes compuestos de las
articulaciones del tarso de los ratones en un estudio de 1la
artritis inducida por colageno.

La Figura 65: Modelo de ratén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: Puntajes de inflamacidén. Los datos se presentan
como la Media + SEM. ** p < (0,01 en comparacidén con el grupo tratado
con el vehiculo.

La Figura 66: Modelo de ratén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: Puntajes de cartilago. Los datos se presentan como
la Media + SEM. *** p < 0,001 en comparacidédn con el grupo tratado
con el vehiculo.

La Figura 67: Modelo de ratén de artritis reumatoidea -
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Histopatologia: Puntajes 6seos. Los datos se presentan como la
media + SEM. *** p < 0,001 en comparacidédn con el grupo tratado
con el vehiculo.
La Figura 68: Modelo de ratén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: Puntajes totales. Los datos se presentan como la
Media + SEM. *** p < 0,001 en comparacidédn con el grupo tratado
con el vehiculo.
La Figura 69: Modelo de ratén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: ilustraciones representativas. ID Animal (#n.n)
y extremidad (R para la derecha, L para la izquierda) se indican
entre paréntesis. Imagen de la izquierda (vehiculo): destruccidn
extensa de la articulacidédn y hueso con inflamacidén y fibrosis
extendiéndose a los tejidos blandos periarticulares.
La Figura 70: Modelo de ratdn de esclerosis miltiple - puntaje
clinico.
La Figura 71: Modelo de ratdn de esclerosis mtltiple - incidencia
de la enfermedad.
La Figura 72: Modelo de ratdn de uveitis - Respuesta proliferativa
del ganglio linfatico al péptido de IRBP. Conteo por minuto menos
el antecedente del medio [estimulado con péptido de IRBP -
antecedente del medio] en funcidn de la incorporacidn de timidina
3H. Todos los datos se presentan como la Media + SEM (n=3).
La Figura 73: Modelo de ratdédn de uveitis - Puntajes TEFI en el

grupo de control. Los datos se presentan como la Media * SEM.
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La Figura 74: Modelo de ratdn de uveltis - Puntajes TEFI en el
Dia 21. Los datos se presentan como la Media * SEM.
La Figura 75: Ensayo inflamatorio inducido por LPS — Niveles de
IL-6
La Figura 76: Ensayo inflamatorio inducido por LPS — Niveles de
TNFo
La Figura 77: Ensayo inflamatorio inducido por LPS - nivel de
maduracién de Mo-DC
La Figura 78: Ensayo inflamatorio inducido por ovoalbumina -

Niveles celulares de CD4+

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Cepas bacterianas

Las composiciones de la presente invencidn comprenden una cepa
bacteriana del género Blautia. Los ejemplos demuestran que las
bacterias de este género son uUtiles para el tratamiento o
prevencidén de las enfermedades y las afecciones mediadas por la
IL-17 o la via Thl7. Las cepas bacterianas preferidas son de la
especie Blautia.

Los ejemplos de cepas de Blautia para su uso en la presente
invencién incluyen Blautia stercoris, B. faecis, B. coccoides,
B. glucerasea, B. hansenii, B. hydrogenotrophica, B. luti, B.
producta, B. schinkii y B. wexlerae. Las especies Blautia son

bacterias grampositivas, nomdéviles que pueden ser ya sea cocoides
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u ovales y todas son anaerobios obligados que producen acido
acético como el principal producto final de la fermentacidn de
la glucosa [11]. La Blautia puede ser aislada de los intestinos
humanos, aungque B. producta se aisld de una muestra de septicemia.
El numero de acceso GenBank para la secuencia del gen ARNr 168
de la cepa GAM6-1" de Blautia stercoris es HM626177 (descrita en
el presente documento como la SEQ ID NO:1). Una cepa de Blautia
stercoris de ejemplo se describe en [12]. La cepa tipo de Blautia
wexlerae es WAL 14507 = ATCC BAA-1564 = DSM 19850 [13]. E1 numero
de acceso GenBank para la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa
Blautia wexlerae WAL 14507 T es EF036467 (descrita en el presente
documento como la SEQ ID NO:3). Esta cepa de Blautia wexlerae de
ejemplo se describe en [13].

La bacteria Blautia stercoris depositada con el numero de acceso
NCIMB 42381 fue probada en los ejemplos y también se hace
referencia en el presente documento como la cepa 830. Una secuencia
ARNr 16S para la cepa 830 que fue probada se provee en la SEQ ID
NO:2. La cepa 830 fue depositada con la autoridad depositaria
internacional NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA,
Escocia) por GT Biologics Ltd. (Life Sciences Innovation Building,
Aberdeen, AB25 272S, Escocia) el 12 de marzo de 2015 como “Blautia
stercoris 830” y se le asigndé el numero de acceso NCIMB 42381.
GT Biologics Ltd. posteriormente cambid su nombre a 4D Pharma

Research Limited.



10

15

20

24

El genoma de la cepa 830 comprende un cromosoma y plasmido. Una
secuencia de cromosoma para la cepa 830 se provee en la SEQ ID
NO:5. Una secuencia de plasmido para la cepa 830 se provee en la
SEQ ID NO:6. Estas secuencias se generaron usando la plataforma
PacBio RS ITI.

La bacteria Blautia wexlerae depositada con el numero de acceso
NCIMB 42486 fue probada en los ejemplos y también se hace
referencia en el presente documento como la cepa MRX008. Una
secuencia ARNr 16S para la cepa MRX008 que fue probada se provee
en la SEQ ID NO:4. La cepa MRX008 fue depositada con la autoridad
depositaria internacional NCIMB, Ltd. (Ferguson Building,
Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) por 4D Pharma Research Ltd. (Life
Sciences Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Escocia) el 16
de noviembre de 2015 como “Blautia/Ruminococcus” y se le asignd
el numero de acceso NCIMB 42486.

Igualmente se espera que las cepas bacterianas estrechamente
relacionadas con las cepas probadas en los ejemplos sean efectivas
para el tratamiento o prevencién de las enfermedades y las
afecciones mediadas por la IL-17 o la via Thl7. En ciertas
realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la presente
invencidén tiene una secuencia de ARNr 16s que es por 1o menos 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % idéntica a la secuencia
de ARNr 16s de una cepa bacteriana de Blautia stercoris. De manera

preferible, la cepa bacteriana para suuso en la presente invencidn



10

15

20

25
tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO:1 o 2.
De manera preferible, la identidad de la secuencia es con la SEQ
ID NO:2. De manera preferible, la cepa bacteriana para uso en la
presente invencidédn tiene la secuencia de ARNr 16s representada
por la SEQ ID NO:2. En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana
para uso en la presente invencidén tiene una secuencia de ARNr 16s

[e)

que es por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9
% idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa bacteriana de

Blautia wexlerae. De manera preferible, la cepa bacteriana para

uso en la presente invencidén tiene una secuencia de ARNr 16s que

o°

es por lomenos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99%, 99,5% 0 99,9 % idéntica
a la SEQ ID NO:3 o 4. De manera preferible, la identidad de la
secuencia es con la SEQ ID NO:4. De manera preferible, la cepa
bacteriana para uso en la presente invencidén tiene la secuencia
de ARNr 16s representada por la SEQ ID NO:4.

En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
presente invencidédn tiene un cromosoma con identidad de secuencia
a la SEQ ID NO:5. En las realizaciones preferidas, la cepa
bacteriana para su uso en la presente invencidn tiene un cromosoma
con por lo menos 90 % de identidad de secuencia (por ejemplo por
lo menos 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % de identidad

de secuencia) a la SEQ ID NO:5 a través de por 1o menos 60 $ (por

ejemplo por lo menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 95 %, 96 %,
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97 %, 98 %, 99 % o0 100 %) de la SEQ ID NO:5. Por ejemplo, la cepa
bacteriana para su uso en la presente invencidn puede tener un
cromosoma con por lo menos 90 % de identidad de secuencia a la
SEQ ID NO:5 a través del 70 % de la SEQ ID NO:5, o por lo menos
90 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:5 a través del 80
% de la SEQ ID NO:5, o por lo menos 90 % de identidad de secuencia
a la SEQ ID NO:5 a través del 90 % de la SEQ ID NO:5, o por lo
menos 90 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:5 a través
del 100 % de la SEQ ID NO:5, o por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a la SEQ ID NO:5 a través del 70 % de la SEQ ID NO:5,
o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:5
a través del 80 %$ de la SEQ IDNO:5, o por 1o menos 95 % de identidad
de secuencia a la SEQ ID NO:5 a través del 90 % de la SEQ ID NO:5,
o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:5
a través del 100 % de 1la SEQ IDNO:5, o por 1lomenos 98 $ de identidad
de secuencia a la SEQ ID NO:5 a través del 70 % de la SEQ ID NO:5,
o por lo menos 98 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:5
a través del 80 %$ de la SEQ IDNO:5, o por 1o menos 98 $ de identidad
de secuencia a la SEQ ID NO:5 a través del 90 $ de la SEQ ID NO:5,
o por lo menos 98 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:5
a través del 100 % de la SEQ ID NO:5.

En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para su uso en la

presente invencidn tiene un plasmido con identidad de secuencia

a la SEQ ID NO:6. En las realizaciones preferidas, la cepa
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bacteriana para uso en la presente invencién tiene un plésmido
con por lo menos 90 % de identidad de secuencia (por ejemplo por
lomenos 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % de identidad
de secuencia) a la SEQ ID NO:6 a través de por 1lo menos 60 % (por
ejemplo por lo menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100 %) de la SEQ ID NO:6. Por ejemplo, la cepa
bacteriana para su uso en la presente invencidén puede tener un
plasmido con por 1o menos 90 % de identidad de secuencia a la SEQ
ID NO:6 a través del 70 % de la SEQ ID NO:6, o por lo menos 90
% de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:6 a través del 80 %
de la SEQ ID NO:6, o por lo menos 90% de identidad de secuencia
a la SEQ ID NO:6 a través del 90 % de la SEQ ID NO:6, o por lo
menos 90 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:6 a través
del 100 % de la SEQ ID NO:6, o por lo menos 95 % de identidad de
secuencia a la SEQ ID NO:6 a través del 70 % de la SEQ ID NO:6,
o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:6
a través del 80 $ de 1la SEQ IDNO:6, o por 1lo menos 95 % de identidad
de secuencia a la SEQ ID NO:6 a través del 90 $ de la SEQ ID NO:6,
o por lo menos 95 % de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:6
a través del 100 $ de 1la SEQ IDNO:6, o por 1lomenos 98 $ de identidad
de secuencia a la SEQ ID NO:6 a través del 70 % de la SEQ ID NO:o,
o0 por lo menos 98% de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:6 a

través del 80% de la SEQ ID NO:6, o por lo menos 98 % de identidad

de secuencia a la SEQ ID NO:6 a través del 90 % de la SEQ ID NO:o,
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o por lo menos 98 $ de identidad de secuencia a la SEQ ID NO:6
a través del 100 % de la SEQ ID NO:6.
En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
presente invencidédn tiene un cromosoma con identidad de secuencia
a la SEQ ID NO:5 y un plésmido con identidad de secuencia a la
SEQ ID NO:6.
Se espera también que las cepas bacterianas que son biotipos de
labacteria depositada con el nimero de acceso 42381 sean efectivas
para el tratamiento o prevencidén de las enfermedades y 1las
afecciones mediadas por la IL-17 o la via Thl7. También se espera
que las cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria
depositada con el numero de acceso 42486 sean efectivas para el
tratamiento o prevencidén de las enfermedades y las afecciones
mediadas por la IL-17 o la wvia Thl7. Un biotipo es una cepa
estrechamente relacionada que tiene las mismas caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas o muy similares.
Las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el ntmero
de acceso NCIMB 42381 o 42486 y que son iddbneas para sSu uso en
la presente invencidén pueden identificarse al determinar la
secuenciacidén de otras secuencias de nucledétidos para una bacteria
depositada con el nuUmero de acceso NCIMB 42381 o 42486. Por
ejemplo, sustancialmente todo el genoma puede ser secuenciado y
una cepa biotipo para uso en la presente invencidn puede tener

por lomenos 95 %, 96 %, 97 %, 98%, 99%, 99,5%099,9 % de identidad
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o)

de secuencia a través de por lo menos 80 % de su genoma completo
(por ejemplo a través de por lo menos 85 %, 90 %, 95 % o 99 %,
0 a través de su genoma completo) . Otras secuencias adecuadas para
uso en la identificacién de las cepas biotipo pueden incluir hsp60
O secuencias repetitivas tales como BOX, ERIC, (GTG)s, o REP o
[14]. Las cepas biotipo pueden tener secuencias con por 1o menos
95%, 96 %, 97%, 98%, 99%, 99,5%0 99,9 % de identidad de secuencia
con la secuencia correspondiente de una bacteria depositada con
el numero de acceso NCIMB 42381 o 42486.

De manera alternativa, las cepas que son biotipos de una bacteria
depositada con el nimero de acceso NCIMB 42381 o 42486 y que son
adecuadas para uso en la presente invencidén pueden identificarse
mediante el depdsito con nimero de acceso NCIMB 42381 o el depdsito
con numero de acceso NCIMB 42486, y el andlisis de fragmentos de
restriccidén y/o andlisis PCR, por ejemplo mediante el uso de
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
fluorescentes (FAFLP, por sus siglas en inglés) vy huellas
genéticas de PCR(rep) de elementos de ADN repetitivos, o andlisis
del perfil de proteinas, o secuenciacidén parcial de ADNr 16S o
23s. En las realizaciones preferidas, tales técnicas se pueden
utilizar para identificar otras cepas de Blautia stercoris o
Blautia wexlerae.

En ciertas realizaciones, las cepas que son biotipos de una

bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42381 o 42486
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y que son adecuadas para uso en la presente invencidn son cepas
que proveen el mismo patrdén que una bacteria depositada con el
numero de acceso NCIMB 42381 o 42486 cuando se analizan mediante
el andlisis de restriccidén del ADN ribosomal amplificado (ARDRA,
por sus siglas en inglés), por ejemplo cuando se utiliza una enzima
de restriccidédn Sau3AI (para una guia y métodos de ejemplo ver,
por ejemplo, [15]). De manera alternativa, las cepas biotipo son
identificadas como cepas que tienen los mismos patrones de
fermentacidén de carbohidratos que una bacteria depositada con el
numero de acceso NCIMB 42381 o 42486.

Otras cepas de Blautia que son utiles en las composiciones vy
métodos de la presente invencidén, tales como biotipos de una
bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42381 o 42486,
pueden ser identificadas usando cualquier método o estrategia
apropiados, incluso los ensayos que se describen en los ejemplos.
Por ejemplo, las cepas para uso en la presente invencidn pueden
ser identificadas mediante su cultivo en YCFA anaerdbico y/o al
administrar las bacterias al modelo de ratdn de artritis inducida
por colédgeno tipo II y luego evaluar los niveles de citogquina.
En particular, las cepas bacterianas que tienen patrones de
crecimiento, tipometabdlico y/o antigeno de superficie similares
para una bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42381
o0 42486 pueden ser Utiles en la presente invencidn. Una cepa util

tendrad actividad moduladora inmunitaria comparable con la cepa
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NCIMB 42381 o 42486. En particular, una cepa biotipo provocara
efectos comparables en los modelos con enfermedad de asma,
artritis, esclerosis miltiple y uveitis y efectos comparables en
los niveles de citoquina para los efectos que se muestran en los
ejemplos, que pueden ser identificados usando los protocolos de
cultivo y administracidén descritos en los ejemplos.

Una cepa particularmente preferida de la presente invenciédén es
la cepa de Blautia stercoris depositada con el nUmero de acceso
NCIMB 42381. Esta es la cepa 830 de ejemplo probada en l1los ejemplos
y que mostrd ser efectiva para tratar la enfermedad. Por lo tanto,
la presente invencidén provee una célula, tal como una célula
aislada, de la cepa de Blautia stercoris depositada con el nlimero
de acceso NCIMB 42381, o un derivado de esta. La invencidén también
provee una composicidn que comprende una célula de la cepa de
Blautia stercoris depositada con el nimero de acceso NCIMB 42381,
o un derivado de esta. La invencidén también provee un cultivo
bioldgicamente puro de la cepa de Blautia stercoris depositada
con el numero de acceso NCIMB 42381. La invencién también provee
una célula de la cepa de Blautia stercoris depositada con el nimero
de acceso NCIMB 42381, o un derivado de esta, para su uso en
terapia, en particular para las enfermedades descritas en el
presente documento.

Una cepa particularmente preferida de la presente invencidn es

la cepa de Blautia wexlerae depositada con el numero de acceso
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NCIMB 42486. Esta es la cepa MRX008 de ejemplo probada en 1los
ejemplos y que mostrd ser efectiva para tratar la enfermedad. Por
lo tanto, la presente invencidn provee una célula, tal como una
célula aislada, de la cepa de Blautia wexlerae depositada con el
numero de acceso NCIMB 42486, o un derivado de esta. La invencidn
también provee una composicidn que comprende una célula de la cepa
de Blautia wexlerae depositada con el nimero de acceso NCIMB 42486,
o un derivado de esta. La invencidén también provee un cultivo
biolbgicamente puro de la cepa de Blautia wexlerae depositada con
el ntmero de acceso NCIMB 42486. La invencidédn también provee una
célula de la cepa de Blautia wexlerae depositada con el nuUmero
de acceso NCIMB 42486, o un derivado de esta, para su uso en
terapia, en particular para las enfermedades descritas en el
presente documento.

Un derivado de la cepa depositada con el nUmero de acceso NCIMB
42381 o 42486 puede ser una cepa hija (progenie) o una cepa
cultivada (subclonada) de la original. Un derivado de una cepa
de la presente invencién puede ser modificado, por ejemplo al nivel
genético, sin erradicar la actividad bioldégica. En particular,
una cepa derivada de la presente invencidn es terapéuticamente
activa. Una cepa derivada tendréd actividad moduladora inmunitaria
comparable a la cepa original NCIMB 42381 o 42486. En particular,
una cepa derivada provocaréad efectos comparables en los modelos

con enfermedades de asma, artritis, esclerosis miltiple e uveitis
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y efectos comparables en los niveles de citoquina con los efectos
mostrados en los ejemplos, que se pueden identificar usando los
protocolos de cultivo y administracidn descritos en los ejemplos.
Un derivado de la cepa NCIMB 42381 generalmente sera un biotipo
de la cepa NCIMB 42381. Un derivado de la cepa NCIMB 42486
generalmente serd un biotipo de la cepa NCIMB 42486.

Las referencias a las células de la cepa de Blautia stercoris
depositada con el numero de acceso NCIMB 42381 abarcan cualquier
célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad vy
eficacia terapéutica que las cepas depositadas con el numero de
acceso NCIMB 42381, y tales células estdn comprendidas en la
presente invencién. Las referencias a las células de la cepa de
Blautia wexlerae depositada con el numero de acceso NCIMB 42486
abarcan cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas de
seguridad y eficacia terapéutica que las cepas depositadas con
el nimero de acceso NCIMB 42486, y tales células estdn comprendidas
en la presente invencidn.

En las realizaciones preferidas, las cepas bacterianas en las
composiciones de la presente invencidén son viables y capaces de

colonizar de forma parcial o total el intestino.

Usos terapéuticos
Tal como se demostrd en los ejemplos, las composiciones

bacterianas de la presente invencidn son efectivas para reducir
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la respuesta inflamatoria de Thl7. En particular, el tratamiento
con las composiciones de la presente invencidén logra una reduccidn
en los niveles de IL-17A y otras citoquinas de la via Thl7, asi
como mejoras clinicas en modelos de animales con las afecciones
mediadas por la IL-17 y lavia Thl7. Por 1o tanto, las composiciones
de la presente invencidédn pueden ser Utiles para el tratamiento
o) prevencién de las enfermedades inflamatorias %
autoinmunitarias, y en particular las enfermedades o afecciones
mediadas por la IL-17. En particular, las composiciones de la
presente invencidn pueden ser Utiles para reducir o prevenir la
elevacién de la respuesta inflamatoria de la IL-17.

Las células Thl7 son un subconjunto de las células T colaboradoras
que producen, por ejemplo, IL-17A, IL17-F, IL-21 e IL-22. La
diferenciacién celular de Thl7 y la expresidn de IL-17 pueden ser
impulsadas por la IL-23. Estas citoquinas asi como otras forman
partes importantes de la via Thl7, que es una via de seflalizacidn
inflamatoria muy establecida que contribuye con y en la que subyace
una variedad de enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias
(tal como se describe en, por ejemplo, [16-17]). Las enfermedades
en donde la via Thl7 esta activada son las enfermedades mediadas
por la via Thl7. Las enfermedades mediadas por la via Thl7 pueden
ser mitigadas o aliviadas mediante la represiédén de la via Thl7,
lo que puede ser a través de una reduccidn en la diferenciacidn

de las células Thl7 o una reduccidn en su actividad o una reduccidn
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en el nivel de las citoquinas de la via Thl7. Las enfermedades
mediadas por la via Thl7 pueden ser caracterizadas por niveles
incrementados de citogquinas producidas por las células Thl7, tales
como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-26, IL-9 (analizado en
[18]). Las enfermedades mediadas por la via Thl7 pueden ser
caracterizadas por la expresidédn incrementada de 1los genes
relacionados a Th-17, tal como Stat3 o IL-23R. Las enfermedades
mediadas por la via Thl7 pueden ser asociadas con los niveles
incrementados de las células Thl7.

La IL-17 es una citoquina proinflamatoria que contribuye a la
patogénesis de varias enfermedades y afecciones inflamatorias y
autoinmunitarias. La IL-17 tal como se utiliza en el presente
documento puede referirse a cualquier miembro de 1la familia IL-17,
incluso IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, e IL-17F. Las
enfermedades vy afecciones mediadas por la IL-17 estén
caracterizadas por la alta expresidn de IL-17 y/o la acumulacidn
o la presencia de células IL-17 positivas en un tejido afectado
por la enfermedad o afeccidén. De manera similar, las enfermedades
y afecciones mediadas por la IL-17 son enfermedades y afecciones
que estédn exacerbadas por los elevados niveles de IL-17 o un
incremento en los niveles de IL-17, y que se alivian mediante los
bajos niveles de IL-17 o una reduccidén en los niveles de IL-17.
La respuesta inflamatoria de IL-17 puede ser local o sistémica.

Los ejemplos de las enfermedades y afecciones que pueden ser
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mediadas por la IL-17 o la via Thl7 incluyen esclerosis multiple;
artritis, tal como artritis reumatoidea, osteoartritis, artritis
psoridsica o artritis idiopédtica juvenil; neuromielitis déptica
(enfermedad de Devic) ; espondilitis anquilosante;
espondiloartritis; psoriasis; lupus eritematoso sistémico;
enfermedad inflamatoria intestinal, tal como enfermedad de Crohn
o colitis ulcerativa; enfermedad celiaca; asma, tal como asma
alérgica o asma neutrofilica; enfermedad pulmonar obstructiva
crédnica (COPD); cancer, tales como cdncer de mama, cancer de colon,
cadncer de pulmbén o cancer de ovarios; uveitis; escleritis;
vasculitis; enfermedad de Behcget; aterosclerosis; dermatitis
atoépica; enfisema; periodontitis; rinitis alérgica; y rechazo de
aloinjerto. En las realizaciones preferidas, las composiciones
de la presente invencidédn se utilizan para el tratamiento o
prevencién de uno o mas de estas afecciones o enfermedades. En
realizaciones preferidas adicionales, estas afecciones o
enfermedades son mediadas por la IL-17 o la via Thl7.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en un método para reducir la produccidn
de IL-17 o reducir ladiferenciacidén celular Thl7 en el tratamiento
o0 prevencidédn de una enfermedad o afeccidn mediada por la IL-17
o la via Thl7. En ciertas realizaciones, las composiciones de la
presente invencidn son para uso en el tratamiento o prevenciédn

de una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria, en donde dicho
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tratamiento o prevencién se logra al reducir o prevenir la
elevacidédn de la respuesta inflamatoria de Thl7. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
su uso en el tratamiento de un paciente con una enfermedad
inflamatoria oautoinmunitaria, en donde el paciente tieneniveles
de IL-17 elevados o células Thl7 elevadas o presenta una respuesta
inflamatoria de Thl7. En ciertas realizaciones, el paciente puede
haber sido diagnosticado con una enfermedad o afeccidn
inflamatoria o autoinmunitaria crénica, o la composicidédn de la
presente invencidén puede ser para uso en la prevencidn de una
enfermedad o afeccidén inflamatoria o autoinmunitaria que se
desarrolla en una enfermedad o afeccién inflamatoria o
autoinmunitaria crdédnica. En ciertas realizaciones, la enfermedad
o afeccidn puede no responder al tratamiento con inhibidores de
TNF-o. Estos usos de la presente invencidén se pueden aplicar a
cualquiera de las enfermedades o afecciones especificas que se
mencionan en el parrafo anterior.

La via IL-17 y Thl7 son a menudo asociadas con las enfermedades
inflamatorias y autoinmunitarias crénicas, de manera que las
composiciones de la presente invencidén pueden ser particularmente
utiles para el tratamiento o prevencidédn de enfermedades o
afecciones crénicas tal como se menciona anteriormente. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para uso en los pacientes

con enfermedad crbébnica. En clertas realizaciones, las
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composiciones son para uso en la prevenciédn del desarrollo de la
enfermedad crénica.

Las composiciones de la presente invencidn pueden ser Gtiles para
tratar las enfermedades y afecciones mediadas por la IL-17 o la
via Thl7 y para abordar la respuesta inflamatoria de Thl7, de
manera que las composiciones de la presente invencidn pueden ser
particularmente Utiles para el tratamiento o prevencidén de 1la
enfermedad crénica, tratamiento o prevencién de la enfermedad en
pacientes que no han respondido a otras terapias (tal como
tratamiento con inhibidores de TNF-a), vy/o tratamiento o
prevencién del dafio a los tejidos y sintomas asociados con IL-17
y las células Thl7. Por ejemplo, IL-17 es conocida por activar
la destruccidn de la matriz en el cartilago y tejido bseo y 1la
IL-17 tiene un efecto inhibitorio sobre la produccidédn de la matriz
en condrocitos y osteoblastos, de manera que las composiciones
de la presente invencidn pueden ser Utiles para el tratamiento
0 prevencidn de la erosidn bsea o dafio a los cartilagos.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidén provee una reduccidn o previene una
elevacidén de los niveles de IL-17, en particular los niveles de
IL-17A. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la presente invencidén provee una reduccidn o
previene una elevaciédn de los niveles de TNFo, IFN-y o IL-6. Dicha

reduccidén o prevencidn de los niveles elevados de estas citoquinas
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puede ser Gtil para el tratamiento o prevencidén de las enfermedades
y afecciones inflamatorias y autoinmunitarias, en particular las
mediadas por la IL-17 o la wvia Thl7.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidén provee una reduccidn o previene una
elevacién de los niveles de las células CD4+. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la presente
invencidén provee una reduccidn o previene una elevaciédn del nivel
de maduracidén de las células dendriticas, en particular de las
células dendriticas CDla+ CD14- derivadas de monocitos. Dicha
reduccidén o prevencidédn de los niveles elevados de las células CD4+
o la reduccién o prevencién de la elevacidédn en el nivel de
maduracidén de las células dendriticas pueden ser Utiles para el
tratamiento o prevencidén de las enfermedades y afecciones
inflamatorias y autoinmunitarias y, en particular las mediadas

por la IL-17 o la wvia Thl7.

Asma

En las realizaciones preferidas, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén del asma.
Los ejemplos demuestran que las composiciones de la presente
invencién alcanzan una reduccién en la incorporacidédn de
neutréfilos y/o eosindéfilos en las vias respiratorias

posteriormente a la sensibilizacidén y la provocacidn con extracto
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de &caros del polvo doméstico y de modo que pueden ser Gtiles en
el tratamiento o prevencidén del asma. El asma es una enfermedad
crbénica que se caracteriza por la inflamacidn y restriccidn de
las vias respiratorias. La inflamacidén en el asma puede ser mediada
por la IL-17 y/o las células Thl7, y de este modo las composiciones
de la presente invencidn pueden ser particularmente efectivas para
prevenir o tratar el asma. La inflamacidén en el asma puede ser
mediada por eosindéfilos y/o neutrédfilos.

En ciertas realizaciones, el asma es asma eosinofilica o alérgica.
El asma eosinofilica y alérgica se caracterizan por el aumento
de la cantidad de eosindéfilos en la sangre periférica y en las
secreciones de las vias respiratorias y estédn patoldégicamente
asociadas con el espesamiento de la zona de la membrana basal y
farmacoldgicamente por la capacidad de respuesta al
corticoesteroide [19]. Las composiciones que reducen o inhiben
la incorporacidén o activacidn de los eosindfilos pueden ser ttiles
para el tratamiento o prevencidn del asma eosinofilica y alérgica.
En realizaciones adicionales, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidédn del asma
neutrofilica (o asma no eosinofilica). Cantidades altas de
neutré6filos estdn asociadas con asma grave dgue puede ser
insensible al tratamiento con corticoesteroides. Las
composiciones que reducen o inhiben el reclutamiento o activacidn

de los neutrdéfilos pueden ser Utiles para el tratamiento o
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prevencién del asma neutrofilica.
El asma eosinofilica y neutrofilica no son afecciones mutuamente
excluyentes y los tratamientos que ayudan a abordar las respuestas
de eosinéfilos y neutré6filos pueden ser Gtiles para tratar el asma
en general.
Los niveles incrementados de IL-17 y la activacidn de la via Thl7
estan asociados con el asma grave, de modo que las composiciones
de la presente invencidén pueden ser utiles para prevenir el
desarrollo del asma grave o para tratar el asma grave.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en los métodos para reducir una respuesta
inflamatoria eosinofilicaenel tratamiento o prevencién del asma,
0 para uso en los métodos para reducir una respuesta inflamatoria
neutrofilica en el tratamiento o prevencidén del asma. Tal como
se observd anteriormente, los altos niveles de eosindéfilos en el
asma estdn asociados patoldgicamente con el espesamiento de la
zona de la membrana basal, de este modo la reduccidn de la respuesta
inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o prevencién del asma
puede ser capaz de tratar de manera especifica esta caracteristica
de la enfermedad. De igual modo, los neutrédfilos elevados, ya sea
en combinacidén con eosindéfilos elevados o en su ausencia, estan
asociados con asma grave y estrechamiento crénico de las vias
respiratorias. Por lo tanto, reducir la respuesta inflamatoria

neutrofilica puede ser particularmente Util para abordar el asma
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grave.
En ciertas realizaciones, las composiciones reducen la
infiltracidén peribronquial en el asma alérgica, 0 son para su uso
en la reduccién de la infiltracidén peribronquial en el tratamiento
del asma alérgica. En ciertas realizaciones, las composiciones
reducen la infiltracién peribronquial y/o perivascular en el asma
neutrofilica, o son para su uso en la reduccidén de la infiltraciodn
peribronquial y/o perivascular en el tratamiento del asma
neutrofilica alérgica.
En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidén provee una reduccidn o previene una
elevacién de los niveles de TNFao.
En ciertas realizaciones, las composiciones de 1la presente
invencidén son para su uso en un método de tratamiento del asma
que resulta en una reduccidén de 1la respuesta inflamatoria
eosinofilica y/o neutrofilica. En cilertas realizaciones, el
paciente a ser tratado tiene, o se identificd que tenia, niveles
elevados de neutréfilos o eosindéfilos, por ejemplo tal como se
identifica a través del muestreo de la sangre o andlisis del
esputo.
Las composiciones de la presente invencidn pueden ser Gtiles para
prevenir el desarrollo del asma en un recién nacido cuando son
administradas al recién nacido, o a una mujer embarazada. Las

composiciones pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo del
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asma en los nifios. Las composiciones de la presente invenciédn
pueden ser Utiles para el tratamiento o prevencidén del asma en
adultos. Las composiciones de la presente invencidn pueden ser
utiles para controlar o aliviar el asma. Las composiciones de la
presente invencidén pueden ser particularmente Gtiles para reducir
los sintomas asociados con el asma que se ve agravada por los
alérgenos, tales como los acaros del polvo doméstico.

El tratamiento o prevencién del asma puede referirse a, por
ejemplo, un alivio de la gravedad de los sintomas o una reduccidn
en la frecuencia de las exacerbaciones o la amplitud de 1los

factores desencadenantes que son un problema para el paciente.

Artritis

En las realizaciones preferidas, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén de la
artritis reumatoidea (RA, por sus siglas en inglés). Los ejemplos
demuestran que las composiciones de la presente invencidn logran
una reduccién de los signos clinicos de 1la RA en un modelo de ratédn,
reducen el dafio 6éseo y a los cartilagos, y reducen la respuesta
inflamatoria de IL-17, y de este modo pueden ser Utiles en el
tratamiento o prevencién de la RA. La RA es un trastorno
inflamatorio sistémico que afecta principalmente las
articulaciones. La RA estd asociada con una respuesta inflamatoria

que resulta en la hinchazdén de las articulaciones, hiperplasia
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sinovial, y la destruccidén del cartilago y hueso. La IL-17 y las
células Thl7 pueden tener un papel clave en la RA, por ejemplo,
porque la IL-17 inhibe la produccidén de la matriz en condrocitos
y osteoblastos 'y activa la produccién 'y funcidén de
metaloproteinasas de la matriz y porque la actividad de 1la
enfermedad RA esta correlacionada con los niveles de IL-17 y la
cantidad de células Th-17 [20,21], de modo que las composiciones
de la presente invencidn pueden ser particularmente efectivas para
prevenir o tratar la RA.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en disminuir los niveles de IL-17 o prevenir
laelevacién de los niveles de IL-17 en el tratamiento o prevencioén
de la RA. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la presente invencidn provee una reduccidén o
previene una elevacién de los niveles de IL-17, en particular los
niveles de IL-17A. En ciertas realizaciones, el tratamiento con
las composiciones de la presente invencidn provee una reduccidn
o previene una elevacidén de los niveles de IFN-y o IL-6.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidn resulta en una reduccidn en la hinchazdn
de las articulaciones. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la presente invencidn son para uso en pacientes
con articulaciones inflamadas o pacientes identificados en riesgo

de tener las articulaciones inflamadas. En ciertas realizaciones,
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las composiciones de la presente invencidédn son para uso en un
método para reducir la inflamacidén de las articulaciones en la
RA.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidén resulta en una reduccidédn del dafio déseo
o0 a los cartilagos. En ciertas realizaciones, las composiciones
de la presente invencidédn son para uso en reducir o prevenir el
dafio 6seo o de los cartilagos en el tratamiento de la RA. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para uso en el tratamiento
de pacientes con RA grave que estdn en riesgo de dafio 6seo o del
cartilago.

Los niveles de IL-17 asi como las cantidades de células Thl7
incrementados se asocian con la destruccidédn del hueso y del
cartilago en la RA [20,21]. La IL-17 es conocida por activar la
destruccidén de la matriz en el tejido éseo y del cartilago y la
IL-17 tiene un efecto inhibidor en la produccidn de la matriz en
condrocitos 'y osteoblastos. Por 1lo tanto, en ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
uso en la prevencidédn de la erosidn bsea o dafio a los cartilagos
en el tratamiento de la RA. En ciertas realizaciones, las
composiciones son para uso en el tratamiento de pacientes que
presentan erosién odsea o dafio a los cartilagos o pacientes
identificados en riesgo de erosidn bdsea o dafio a los cartilagos.

El TNF-o estd también asociado con la RA, pero TNF-o no esté
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implicado en la patogénesis de las Gltimas etapas de la enfermedad.
Por el contrario, la IL-17 tiene un papel a través de todas las
etapas de la enfermedad crdénica [22]. Por lo tanto, en ciertas
realizaciones las composiciones de la presente invencidn son para
uso en el tratamiento de la RA crénica o RA en etapa avanzada,
como una enfermedad que incluya la destruccidén de las
articulaciones vy la pérdida del cartilago. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
tratar pacientes que previamente han recibido terapia anti-TNF-«.
En ciertas realizaciones, 1los pacientes a ser tratados no
responden o ya no responden a la terapia anti-TNF-«.

Las composiciones de la presente invencidén pueden ser Gtiles para
modular el sistema inmunitario de un paciente, de modo que en
ciertas realizaciones las composiciones de la presente invencidn
son para uso en la prevencién de la RA en un paciente que ha sido
identificado en riesgo de RA, o que ha sido diagnosticado con RA
en fase inicial. Las composiciones de la presente invencidn pueden
ser Utiles para prevenir el desarrollo de la RA.

Las composiciones de la presente invencidén pueden ser Gtiles para
el control o alivio de la RA. Las composiciones de la presente
invencidén pueden ser particularmente Utiles para reducir los
sintomas asociados con la inflamacién de las articulaciones o
destruccidn del hueso. El tratamiento o prevencidédn de la RA puede

referirse a, por ejemplo, un alivio de la gravedad de los sintomas
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o0 una reduccidén en la frecuencia de las exacerbaciones o la
amplitud de los factores desencadenantes que son un problema para

el paciente.

Esclerosis multiple

En las realizaciones preferidas, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén de la
esclerosis mualtiple. Los ejemplos demuestran que las
composiciones de la presente invencidn alcanzan una reduccidn en
la incidencia de la enfermedad y la gravedad de la enfermedad en
un modelo de ratdén de esclerosis maltiple (el modelo EAE), y por
lo tanto pueden ser utiles en el tratamiento o prevencidén de la
esclerosis multiple. La esclerosis multiple es un trastorno
inflamatorio asociado con el dafio a los recubrimientos de mielina
de las neuronas, particularmente en el cerebro y la columna
vertebral. La esclerosis multiple es una enfermedad crdénica, que
es progresivamente incapacitante y que se desarrolla en episodios.
La IL-17 y las células Thl7 pueden tener un papel clave en la
esclerosis multiple, por ejemplo porque los niveles de IL-17
pueden correlacionarse con las lesiones de la esclerosismultiple,
IL-17 puede romper las wuniones estrechas de las células
endoteliales de la barrera hematoencefédlica, y las células Thl7
pueden migrar hacia el sistema nervioso central y producir pérdida

neuronal [23,24]. Por lo tanto, las composiciones de la presente
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invencidén pueden ser particularmente efectivas para prevenir o
tratar la esclerosis multiple.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidén resulta en una reduccidén en la incidencia
de la enfermedad o gravedad de 1la enfermedad. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
uso en reducir la incidencia de la enfermedad o gravedad de la
enfermedad. En ciertas realizaciones, el tratamiento con 1las
composiciones de la presente invencidn previene un deterioro de
la funcidén motriz o resulta en una funcidén motriz mejorada. En
ciertas realizaciones, las composiciones de la presente invencién
son para uso en prevenir un deterioro de la funcidén motriz o para
uso en mejorar la funcidén motriz. En ciertas realizaciones, el
tratamiento con las composiciones de la presente invencidn
previene el desarrollo de parédlisis. En ciertas realizaciones,
las composiciones de la presente invencidn son para uso en prevenir
la paralisis en el tratamiento de la esclerosis multiple.

Las composiciones de la presente invencidén pueden ser Gtiles para
modular el sistema inmunitario de un paciente, de modo que en
ciertas realizaciones las composiciones de la presente invencidn
son para uso en prevenir la esclerosis multiple en un paciente
que se ha identificado en riesgo de esclerosis maltiple, o que
ha sido diagnosticado con esclerosis multiple en fase inicial o

esclerosismultiple “recurrente-remitente”. Las composiciones de
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la presente invencidén pueden ser uUtiles para prevenir el
desarrollo de la esclerosis. En efecto, los ejemplos muestran que
la administracidén de las composiciones de la presente invencidn
previno el desarrollo de la enfermedad en muchos ratones.

Las composiciones de la presente invencidén pueden ser Gtiles para
controlar o aliviar la esclerosis multiple. Las composiciones de
la presente invencidén pueden ser particularmente UGtiles para
reducir los sintomas asociados con la esclerosis multiple. E1
tratamiento o prevencidén de la esclerosismiultiple puede referirse
a, por ejemplo, un alivio de la gravedad de los sintomas o una
reduccidén en la frecuencia de las exacerbaciones o la amplitud
de los factores desencadenantes que son un problema para el

paciente.

Uveitis

En las realizaciones preferidas, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén de la
uveitis. Los ejemplos demuestran que las composiciones de la
presente invencidén alcanzan una reduccidén en la incidencia de la
enfermedad y la gravedad de la enfermedad en un modelo animal con
uveitis y de este modo pueden ser uUtiles en el tratamiento o
prevencién de la uveitis. La uveitis es la inflamacidén de la Gvea
y puede resultar en la destruccidn del tejido de la retina. Puede

presentarse en diferentes formas anatdmicas (anterior,
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intermedia, posterior o difusa) y resulta de diferentes causas,
pero relacionadas, que incluyen trastornos autoinmunitarios
sistémicos. La IL-17 y la via Thl7 estan de forma centralizada
implicadas en la uveitis, por lo tanto las composiciones de la
presente invencidén pueden ser particularmente efectivas para
prevenir o tratar la uveitis. Las referencias [25-26] describen
niveles elevados de la interleucina-17A en el suero en los
pacientes con uveitis, la asociacidén especifica de las variantes
genéticas de IL17A con panuveitis, el papel de las citoguinas
asociadas a Thl7 en la patogénesis de la uveitis autoinmunitaria
experimental, el desequilibrio entre las células Thl7 y las
células T reguladoras durante la uveitis autoinmunitaria
experimental monofasica, la regulacidén por aumento de la IL-17A
en pacientes conuveitisy las enfermedades de Adamantiades-Behcet
y Vogt-Koyanagi-Harada (VKH) activas, el tratamiento de lauveitis
no infecciosa con secukinumab (anticuerpo anti-IL-17A), y Thl7
en 0jos con uveitis.

En ciertas realizaciones, la uveitis es uveitis posterior. La
uveitis posterior se presenta principalmente con inflamacidén de
la retina y coroidea y los ejemplos demuestran dque las
composiciones de la presente invencidén son efectivas para reducir
la inflamacién y el dafio a la retina.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones

de la presente invencidn resulta en una reduccidn en el dafio a
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la retina. En ciertas realizaciones, las composiciones de la
presente invencidn son para uso en la reduccidn o prevencidn del
dafio a la retina en el tratamiento de la uveitis. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para suuso en el tratamiento
de los pacientes con uveitis grave que estédn en riesgo de dafio
a la retina. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la presente invencidén resulta en una reduccidn
en la inflamacién del disco éptico. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la presente invencidn son para uso en reducir
o prevenir la inflamacidén del disco éptico. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la presente
invencidén resulta en una reduccién de la inflamacidn del tejido
de la retina por las <células inflamatorias. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
uso en reducir la inflamacidén del tejido de la retina por las
células inflamatorias. En ciertas realizaciones, el tratamiento
con las composiciones de la presente invencidén resulta en el
mantenimiento o mejora de la visidén. En ciertas realizaciones,
las composiciones de la presente invencidn son para uso en mantener
o mejorar la visidn.

En ciertas realizaciones, las composiciones son para uso en el
tratamiento o prevencidédn de la uveitis asociada con una enfermedad
no infecciosa o autoinmunitaria, tal como la enfermedad de Behcet,

enfermedad de Crohn, iridociclitis heterocrdédmica de Fuchs,
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granulomatosis con poliangeitis, wuveitis relacionada con
HLA-B27, artritis idiopéatica juvenil, sarcoidosis,
espondiloartritis, oftalmia simpatica, nefritis
tubulointersticial vy sindrome de wuveitis o sindrome de
Vogt-Koyanagi-Harada. Se ha demostrado que la IL-17A estéa
involucrada en, por ejemplo, las enfermedades de Behcet vy
Vogt-Koyanagi-Harada.

El tratamiento o prevencidén de la uveitis puede referirse a, por
ejemplo, un alivio de la gravedad de los sintomas o la prevencidn

de una recaida.

Cdncer

En las realizaciones preferidas, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidn del cancer.
La IL-17 y la via Thl7 tienen papeles fundamentales en el
desarrollo y progresidn del céncer y por 1o tanto las composiciones
de la presente invencidédn pueden ser Utiles para el tratamiento
o prevencidén del céncer.

Aunque los papeles de la IL-17 y las células Thl7 en el céancer
no se comprenden totalmente, se conocen numerosos efectos protumor
de la IL-17 y las células Thl7. Por ejemplo, las células Thl7 y
la IL-17 pueden estimular la angiogénesis, incrementar 1la
proliferacidén y supervivencia de las células tumorales y activar

los factores de transcripcidn de estimulacidn tumoral [27-28].
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En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la presente invencidén resulta en una reduccidn del tamafio del
tumor o una reduccidédn en el crecimiento tumoral. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
uso en reducir el tamafio del tumor o reducir el crecimiento
tumoral. Las composiciones de la presente invencidn pueden ser
efectivas para reducir el tamafio o el crecimiento del tumor. En
ciertas realizaciones, las composiciones de la presente invencién
son para uso en pacientes con tumores sdbdélidos. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
uso en reducir o prevenir la angiogénesis en el tratamiento del
cancer. La IL-17 y las células Thl7 tienen papeles fundamentales
en la angiogénesis. En ciertas realizaciones, las composiciones
de la presente invencidén son para uso en la prevencidn de la
metédstasis.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidn del céancer
de mama. Las composiciones de la presente invencidn pueden ser
efectivas para tratar el cdncer de mama, y la IL-17 y las células
Thl7 tienen papeles importantes en el cancer de mama [29]. En
ciertas realizaciones, las composiciones de la presente invencidn
son para uso en la reduccidédn del tamafio del tumor, reduccidn del
crecimiento tumoral, o reduccidédn de la angiogénesis en el

tratamiento del céancer de mama. En las realizaciones preferidas,
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el cdncer es carcinoma mamario. En las realizaciones preferidas,
el cédncer es cancer de mama en la etapa IV.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencién del céncer
de pulmén. Las composiciones de la presente invencidédn pueden ser
efectivas para tratar el céncer de pulmdén, y la IL-17 y las células
Thl7 tienen papeles fundamentales en el cancer de pulmén [30].
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en la reduccidén del tamafio del tumor,
reduccién del crecimiento tumoral, o reduccidn de la angiogénesis
en el tratamiento del cancer de pulmén. En las realizaciones
preferidas, el cédncer es carcinoma de pulmén.
En ciertas realizaciones, las composiciones de 1la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidn del céancer
de higado. Las composiciones de la presente invencidédn pueden ser
efectivas para tratar el céncer de higado, y la IL-17 y las células
Thl7 tienen papeles fundamentales en el cancer de higado [31].
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en la reduccién del tamafio del tumor,
reduccién del crecimiento tumoral, o reduccidn de la angiogénesis
en el tratamiento del cédncer de higado. En las realizaciones
preferidas, el cédncer es hepatoma (carcinoma hepatocelular).
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente

invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén del
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carcinoma. Las composiciones de la presente invencidén pueden ser
particularmente efectivas para tratar el carcinoma. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn son para
uso en el tratamiento o prevencidén del cancer no inmundgeno. Las
composiciones de la presente invencidén pueden ser efectivas para
tratar el cancer no inmundgeno.
En realizaciones adicionales, las composiciones de la presente
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén de la
leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus siglas en inglés),
leucemia mieloide aguda, carcinoma adrenocortical, carcinoma de
célula basal, céncer de conducto biliar, céncer de vejiga, tumor
6seo, osteosarcoma/histiocitoma fibroso maligno, glioma del

tronco encefadlico, tumor cerebral, astrocitoma cerebeloso,

astrocitoma cerebral/glioma maligno, ependimoma,
meduloblastoma, tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales, cadncer de mama, adenomas

bronquiales/carcinoides, linfoma de Burkitt, tumor carcinoide,
cancer cervical, leucemia linfocitica crénica, leucemia
mieldégena croénica, trastornos mieloproliferativos crénicos,
cadncer de colon, linfoma cutdneo de linfocitos T, céncer de
endometrio, ependimoma, céancer esofdgico, sarcoma de Ewing,
melanoma intraocular, retinoblastoma, céncer de la vesicula
biliar, céncer gastrico, tumor carcinoide gastrointestinal,

tumor del estroma gastrointestinal (GIST, por sus siglas en
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inglés), tumor de células germinales, glioma, via visual y del
hipotédlamo infantil, linfoma de Hodgkin, melanoma, carcinoma de
las células de los islotes, sarcoma de Kaposi, céncer de las
células renales, céancer de laringe, 1leucemias, linfomas,
mesotelioma, neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, cancer
bucofaringeo, osteosarcoma, cancer de ovarios, cadncer
pancreatico, cancer paratiroideo, cancer faringeo, adenoma
pituitario, neoplasia de lacélulaplasmatica, cancer de prbostata,
carcinoma de células renales, retinoblastoma, sarcoma, cancer
testicular, céncer de tiroides o cancer uterino.

Las composiciones de la presente invencidén pueden ser
particularmente efectivas cuando se utilizan en combinacidén con
agentes terapéuticos adicionales. Los efectos inmunomoduladores
de las composiciones de la presente invencidn pueden ser efectivos
cuando se combinan con mds agentes anticancerigenos directos. Por
lo tanto, en ciertas realizaciones, la presente invencidn provee
una composicidn que comprende una cepa bacteriana del género
Blautia y un agente anticancerigeno. En las realizaciones
preferidas, el agente anticancerigeno es un inhibidor del punto
de control inmunitario, wuna 1inmunoterapia dirigida con
anticuerpos, una terapia con células CAR-T, un virus oncolitico
o un farmaco citostatico. En las realizaciones preferidas, la
composicidn comprende un agente anticancerigeno seleccionado del

grupo que consiste en: Yervoy (ipilimumab, BMS); Keytruda
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(pembrolizumab, Merck); Opdivo (nivolumab, BMS); MEDI4736
(AZ/MedImmune) ; MPDL3280A (Roche/Genentech) ; Tremelimumab
(AZ/MedImmune); CT-011 (pidilizumab, CureTech); BMS-986015
(lirilumab, BMS); MEDIO680 (AZ/MedImmune); MSB-0010718C (Merck) ;
PF-05082566 (Pfizer); MEDI6469 (AZ/MedImmune); BMS-986016 (BMS) ;
BMS-663513 (urelumab, BMS); IMP321 (Prima Biomed); LAG525
(Novartis),; ARGX-110 (arGEN-X); PF-05082466 (Pfizer); CDX-1127
(varlilumab; CellDex Therapeutics); TRX-518 (GITR Inc.); MK-4166
(Merck); JTX-2011 (Jounce Therapeutics); ARGX-115 (arGEN-X);
NLG-9189 (indoximod, NewLink Genetics); INCB024360 (Incyte);
IPH2201 (Innate Immotherapeutics/AZ) ; NLG-919 (NewLink
Genetics); anti-VISTA (JndJ); Epacadostat (INCB24360, Incyte);
F001287 (Flexus/BMS); CP 870893 (Universidad de Pensilvania);
MGAZ271 (Macrogenix) ; Emactuzumab (Roche/Genentech) ;
Galunisertib (E1i Lilly); Ulocuplumab (BMS); BKT140/BL8040
(Biokine Therapeutics) ; Bavituximab (Peregrine
Pharmaceuticals); CC 90002 (Celgene); 852A (Pfizer); VTX-2337
(VentiRx Pharmaceuticals) ; IMO-2055 (Hybridon, Idera
Pharmaceuticals); LY2157299 (Eli Lilly); EW-7197 (Universidad de
Mujeres Ewha, Corea); Vemurafenib (Plexxikon); Dabrafenib
(Genentech/GSK) ; BMS-777607 (BMS) ; BLZ945 (Memorial
Sloan-Kettering Cancer Centre); Unituxin (dinutuximab, United
Therapeutics Corporation); Blincyto (blinatumomab, Amgen);

Cyramza (ramucirumab, Eli Lilly); Gazyva (obinutuzumab,
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Roche/Biogen) ; Kadcyla (ado-trastuzumab emtansine,
Roche/Genentech) ; Perjeta (pertuzumab, Roche/Genentech) ;
Adcetris (brentuximab vedotin, Takeda/Millennium); Arzerra
(ofatumumab, GSK); Vectibix (panitumumab, Amgen); Avastin
(bevacizumab, Roche/Genentech); Erbitux (cetuximab, BMS/Merck) ;
Bexxar (tositumomab-I131, GSK); Zevalin (ibritumomab tiuxetan,
Biogen); Campath (alemtuzumab, Bayer); Mylotarg (gemtuzumab
ozogamicin, Pfizer); Herceptin (trastuzumab, Roche/Genentech) ;
Rituxan (rituximab, Genentech/Biogen); volociximab (Abbvie);
Enavatuzumab (Abbvie) ; ABT-414 (Abbvie) ; Elotuzumab
(Abbvie/BMS) ; ALX-0141 (Ablynx) ; Ozaralizumab (Ablynx) ;
Actimab-C (Actinium); Actimab-P (Actinium); Milatuzumab-dox
(Actinium); Emab-SN-38 (Actinium); Naptumonmab estafenatox
(Active Biotech); AFM13 (Affimed); AFM11 (Affimed); AGS-16C3F
(Agensys); AGS-16M8F (Agensys); AGS-22ME (Agensys); AGS-15ME
(Agensys); GS-67E (Agensys); ALXN6000 (samalizumab, Alexion);
ALT-836 (Altor Bioscience); ALT-801 (Altor Bioscience); ALT-803
(Altor Bioscience); AMG780 (Amgen); AMG 228 (Amgen),; AMG820
(Amgen) ; AMG172 (Amgen); AMG595 (Amgen); AMG110 (Amgen); AMG232
(adecatumumab, Amgen); AMG211 (Amgen/MedImmune); BAY20-10112
(Amgen/Bayer); Rilotumumab (Amgen); Denosumab (Amgen); AMP-514
(Amgen); MEDI575 (AZ/MedImmune); MEDI3617 (AZ/MedImmune) ;
MEDI6383 (AZ/MedImmune); MEDIS551 (AZ/MedImmune); Moxetumomab

pasudotox (AZ/MedImmune); MEDIS565 (AZ/MedImmune); MEDIO0639
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(AZ/MedImmune) ; MEDIO680 (AZ/MedImmune) ; MEDI562
(AZ/MedImmune); AV-380 (AVEO); AV203 (AVEO); AV299 (AVEO):;
BAY79-4620 (Bayer); Anetumab ravtansine (Bayer); vantictumab
(Bayer) ; BAY94-9343 (Bayer) ; Sibrotuzumab (Boehringer
Ingleheim); BI-836845 (Boehringer Ingleheim); B-701 (BioClin);
BIIB015 (Biogen); Obinutuzumab (Biogen/Genentech); BI-505
(Bioinvent); BI-1206 (Bioinvent); TB-403 (Bioinvent),; BT-062
(Biotest) BIL-010t (Biosceptre); MDX-1203 (BMS); MDX-1204 (BMS) ;
Necitumumab (BMS); CAN-4 (Cantargia AB); CDX-011 (Celldex);
CDX1401 (Celldex); CDX301 (Celldex); U3-1565 (Daiichi Sankyo);
patritumab (Daiichi Sankyo); tigatuzumab (Daiichi Sankyo);
nimotuzumab (Daiichi Sankyo); DS-8895 (Daiichi Sankyo); DS-8873
(Daiichi Sankyo); DS-5573 (Daiichi Sankyo); MORab-004 (Eisai);
MORab-009 (Eisai); MORab-003 (Eisai); MORab-066 (Eisai);
LY3012207 (E1li Lilly); LY2875358 (Eli Lilly); LY2812176 (E1li
Lilly),; LY3012217(E1li Lilly); LY2495655 (Eli Lilly); LY3012212
(E1i Lilly),; LY3012211 (El1i Lilly),; LY3009806 (Eli Lilly);
cixutumumab (El1i Lilly); Flanvotumab (Eli Lilly); IMC-TR1 (Eli
Lilly); Ramucirumab (E1li Lilly); Tabalumab (E1li Lilly);
Zanolimumab (Emergent Biosolution); FG-3019 (FibroGen); FPAQOOS
(Five Prime Therapeutics); FP-1039 (Five Prime Therapeutics);
FPAl144 (Five Prime Therapeutics); catumaxomab (Fresenius
Biotech); IMAB362 (Ganymed); IMAB027 (Ganymed); HuMax-CD74

(Genmab); HuMax-TFADC (Genmab); GS-5745 (Gilead); GS-6624
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(Gilead); OMP-21M18 (demcizumab, GSK); mapatumumab (GSK);
IMGN289 (ImmunoGen); IMGN901 (ImmunoGen); IMGN853 (ImmunoGen) ;

IMGN529 (ImmunoGen); IMMU-130 (Immunomedics); milatuzumab-dox

(Immunomedics) ; IMMU-115 (Immunomedics) ; IMMU-132
5 (Immunomedics) ; IMMU-106 (Immunomedics) ; IMMU-102
(Immunomedics) ; Epratuzumab (Immunomedics) ; Clivatuzumab
(Immunomedics); IPH41 (Innate Immunotherapeutics); Daratumumab
(Janssen/Genmab); CNTO-95 (Intetumumab, Janssen); CNTO-328
(siltuximab, Janssen); KB004 (KaloBios); mogamulizumab (Kyowa

10 Hakko Kirrin); KW-2871 (ecromeximalb, Life Science); Sonepcizumab
(Lpath) ; Margetuximab (Macrogenics) ; Enoblituzumab
(Macrogenics); MGDO006 (Macrogenics); MGF007 (Macrogenics);
MK-0646 (dalotuzumab, Merck) ; MK-3475 (Merck) ; Sym004
(Symphogen/Merck Serono) ; DI17E6 (Merck Serono); MOR208

15 (Morphosys); MOR202 (Morphosys); Xmab5574 (Morphosys); BPC-1C
(ensituximab, Precision Biologics); TAS266 (Novartis); LFA102

(Novartis); BHQ880 (Novartis/Morphosys); QGE031 (Novartis);

HCD122 (lucatumumab, Novartis); LJIM716 (Novartis),; AT355
(Novartis) ; OMP-21M18 (Demcizumab, OncoMed) ; OMP52M51
20 (Oncomed/GSK) ; OMP-59R5 (Oncomed/GSK) ; vantictumab
(Oncomed/Bayer); CMC-544 (inotuzumab ozogamicin, Pfizer);
PF-03446962 (Pfizer); PF-04856884 (Pfizer); PSMA-ADC
(Progenics) ; REGN1400 (Regeneron) ; REGN910 (nesvacumab,

Regeneron/Sanofi); REGN421 (enoticumab, Regeneron/Sanofi);
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RG7221, RG7356, RG7155, RG7444, RG7116, RG7458, RG7598, RG7599,
RG7600, RG7636, RG7450, RG7593, RG7596, DCDS3410A, RG7414
(parsatuzumab), RG7160 (imgatuzumab), RG7159 (obintuzumab),
RG768¢0, RG3638 (onartuzumab), RG7597 (Roche/Genentech) ;
SAR307746 (Sanofi); SAR566658 (Sanofi); SAR650984 (Sanofi):;
SAR153192 (Sanofi); SAR3419 (Sanofi); SAR256212 (Sanofi),
SGN-LIV1A (lintuzumab, Seattle Genetics); SGN-CD33A (Seattle
Genetics); SGN-75 (vorsetuzumab mafodotin, Seattle Genetics);
SGN-19A (Seattle Genetics) SGN-CD70A (Seattle Genetics);
SEA-CD40 (Seattle Genetics); ibritumomab tiuxetan (Spectrum);
MLN0264 (Takeda); ganitumab (Takeda/Amgen); CEP-37250 (Teva);
TB-403 (Thrombogenic); VB4-845 (Viventia); Xmab2512 (Xencor):;
Xmab5574 (Xencor); nimotuzumab (YM Biosciences); Carlumab
(Janssen) ; NY-ESO TCR (Adaptimmune) ; MAGE-A-10 TCR
(Adaptimmune); CTLO019 (Novartis); JCAR015 (Juno Therapeutics);
KTE-C19 CAR (Kite Pharma); UCART19 (Cellectis); BPX-401 (Bellicum
Pharmaceuticals); BPX-601 (Bellicum Pharmaceuticals); ATTCK20
(Unum Therapeutics); CAR-NKG2D (Celyad) ; Onyx-015 (Onyx
Pharmaceuticals); H101 (Shanghai Sunwaybio); DNX-2401 (DNAtrix) ;
VCN-01 (VCN Biosciences); Colo-Adl (PsiOxus Therapeutics);
ProstAtak (Advantagene); Oncos-102 (Oncos Therapeutics); CG0070
(Cold Genesys); Pexa-vac (JX-594, Jennerex Biotherapeutics);
GL-ONC1 (Genelux); T-VEC (Amgen); G207 (Medigene); HF10 (Takara

Bio); SEPREHVIR (HSV1716, Virttu Biologics) ; OrienX010
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(OrienGene Biotechnology); Reolysin (Oncolytics Biotech);
SVV-001 (Neotropix); Cacatak (CVA21, Viralytics); Alimta (Eli
Lilly), cisplatino, oxaliplatino, irinotecén, &acido folinico,
metotrexato, ciclofosfamida, 5-fluorouracilo, Zykadia
(Novartis), Tafinlar (GSK), Xalkori (Pfizer), Iressa (AZ),
Gilotrif (Boehringer Ingelheim), Tarceva (Astellas Pharma),
Halaven (Eisai Pharma), Veliparib (Abbvie), AZD9291 (AZ),
Alectinib (Chugai), LDK378 (Novartis), Genetespib (Synta
Pharma), Tergenpumatucel-L (NewLink Genetics), GV1001
(Kael-GemVax), Tivantinib (ArQule); Cytoxan (BMS); Oncovin (Eli
Lilly); Adriamycin (Pfizer); Gemzar (Eli Lilly); Xeloda (Roche);
Ixempra (BMS); Abraxane (Celgene); Trelstar (Debiopharm);
Taxotere (Sanofi); Nexavar (Bayer); IMMU-132 (Immunomedics):;
E7449 (Eisai); Thermodox (Celsion); Cometriq (Exellxis); Lonsurf
(Taiho Pharmaceuticals):; Camptosar (Pfizer); UFT (Taiho

Pharmaceuticals); y TS-1 (Taiho Pharmaceuticals).

Modos de administracién

De manera preferible, las composiciones de la presente invencidn
se administraran al tracto gastrointestinal conel fin de permitir
la administracidén hacia y/o la colonizacidén parcial o total del
intestino con la cepa bacteriana de la presente invencién.
Generalmente, las composiciones de la presente invencidén son

administradas por via oral, pero pueden ser administradas por via
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rectal, intranasal o via bucal o vias sublinguales.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén pueden ser administradas como una espuma, Ccomo un
aerosol o un gel.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén pueden ser administradas como un supositorio, tal como
un supositorio rectal, por ejemplo en la forma de un aceite de
teobroma (mantequilla de cacao), grasa endurecida sintética (por
ejemplo suppocire, witepsol), glicerogelatina,
polietilenglicol, o composicidén de jabdén de glicerina.
En ciertas realizaciones, la composicién de la presente invenciodn
es administrada al tracto gastrointestinal mediante una tubo, tal
como un tubo nanogastrico, tubo orogastrico, tubo gastrico, tubo
de yeyunostomia (sonda J), gastrostomia endoscdpica percuténea
(PEG, por sus siglas en inglés), o un puerto, tal como un puerto
de la pared toracica que provee acceso al estdmago, al yeyuno y
otros puertos de acceso adecuados.
Las composiciones de la presente invencidén pueden ser
administradas una vez, o pueden ser administradas de manera
secuencial como parte de un régimen de tratamiento. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la presente invencidn se
administraran diariamente.
En ciertas realizaciones de la presente invencidn, el tratamiento

de acuerdo con la presente invencidn estd acompafiado de 1la
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evaluacién de la microbiota intestinal del paciente. E1
tratamiento se puede repetir si no se logra la administracidn y/o
la colonizacidén parcial o total con la cepa de la presente
invencidén de manera que no se observa eficacia, o el tratamiento
puede ser suspendido si la administracidén y/o colonizacidén parcial
o total es exitosa y se observa eficacia.
En ciertas realizaciones, la composicién de la presente invenciodn
puede ser administrada a un animal prefiado, por ejemplo un mamifero
tal como un humano con el fin de prevenir el desarrollo de una
enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria en su hijo in utero y/o
después de gque nazca.
Las composiciones de la presente invencidén pueden ser
administradas a un paciente gque ha sido diagnosticado con una
enfermedad o afeccidédn mediada por la IL-17 o la via Thl7, o gque
ha sido identificado en riesgo de una enfermedad o afeccidén mediada
por la IL-17 o la via Thl7. Las composiciones también pueden ser
administradas como una medida profildctica para prevenir el
desarrollo de enfermedades o afecciones mediadas por la IL-17 o
la via Thl7 en un paciente sano.
Las composiciones de la presente invencidén pueden ser
administradas a un paciente que se ha identificado con una
microbiota intestinal anormal. Por ejemplo, el paciente puede
tener colonizacidén reducida o ausente de Blautia, y en particular

Blautia stercoris o Blautia wexlerae.
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Las composiciones de la presente invencidén pueden ser
administradas como un producto alimenticio, tal como un suplemento
nutricional.

Generalmente, las composiciones de la presente invencidn son para
el tratamiento de humanos, aunque también se pueden utilizar para
tratar animales, que incluyen mamiferos monogadstricos tales como
aves, cerdos, gatos, perros, caballos o conejos. Las composiciones
de la presente invencién pueden ser Utiles para estimular el
desarrollo y desempefio de los animales. Si se administran a los

animales, se puede utilizar la alimentacidn por sonda (gavaje).

Composiciones

En general, la composicidén de la presente invencidn comprende
bacterias. En las realizaciones preferidas de la presente
invencién, la composicidén estd formulada en forma liofilizada.
Por ejemplo, la composicién de la presente invencidn puede
comprender granulos o cdpsulas de gelatina, por ejemplo capsulas
de gelatina dura, que comprenden una cepa bacteriana de la presente
invencién.

De manera preferible, la composicidén de la presente invencidn
comprende bacterias liofilizadas. La liofilizacidén de las
bacterias es un procedimiento bien establecido y 1la guia
relacionada estd disponible, por ejemplo, en las referencias

[32-33].
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De manera alternativa, la composicién de la presente invencidn
puede comprender un cultivo bacteriano activo, vivo.

En las realizaciones preferidas, la composicidén de la presente
invencidén estad encapsulada para permitir la administracién de la
cepa bacteriana en el intestino. La encapsulacidén protege la
composicidén de la degradacidédn hasta la administracidn en la
ubicacién objetivo a través de, por ejemplo, la ruptura de
estimulos gquimicos o fisicos tales como presidn, actividad
enzimadtica o desintegracidédn fisica, que puede ser desencadenada
por los cambios en el pH. Se puede utilizar cualgquier método de
encapsulacién apropiado. Las técnicas de encapsulacién de ejemplo
incluyen atrapamiento dentro de una matriz porosa, unidén o
adsorcidn en las superficies del portador sélido, autoagregacidn
mediante floculacidn o con agentes de reticulacidn, y contencidn
mecédnica detrds de una membrana microporosa o una microcapsula.
La guia sobre encapsulacidén que puede ser Util para preparar las
composiciones de la presente invencidédn esta disponible, por
ejemplo, en las referencias [34] y [35].

La composicién puede ser administrada por via oral y puede estar
en forma de wuna tableta, capsula o polvo. Los productos
encapsulados son preferidos porque Blautia son anaerobios. Otros
ingredientes (tal como vitamina C, por ejemplo) pueden ser
incluidos como depuradores de oxigeno y sustratos prebidéticos para

mejorar la administracidén y/o colonizacidn parcial o total asi
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como la supervivencia in vivo. De manera alternativa, la
composicién probidética de la presente invencidn puede ser
administrada oralmente como un producto alimenticio o
nutricional, tal como leche o productos lacteos fermentados a base
de suero o como un producto farmacéutico.
La composicidén puede formularse como un probidtico.
Una composicién de la presente invencidén incluye una cantidad
terapéuticamente efectiva de una cepa bacteriana de la presente
invencién. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una cepa
bacteriana es suficiente para ejercer un efecto beneficioso en
un paciente. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una cepa
bacteriana puede ser suficiente para resultar en la administracién
hacia y/o colonizacidn parcial o total del intestino del paciente.
Una dosis diaria adecuada de las bacterias, por ejemplo para un
humano adulto, puede ser desde aproximadamente 1 x 10° hasta
aproximadamente 1 x 10'" unidades formadoras de colonias (CFU, por
sus siglas en inglés); por ejemplo, desde aproximadamente 1 x 10’
hasta aproximadamente 1 x 10'° CFU; en otros ejemplos desde
aproximadamente 1 x 10° hasta aproximadamente 1 x 10'° cru.
En ciertas realizaciones, la composicién contiene la cepa
bacteriana en una cantidad desde aproximadamente 1 x 10° hasta
aproximadamente 1 x 10t CFU/g, con respecto al peso de la
composicién; por ejemplo, desde aproximadamente 1 x 10° hasta

aproximadamente 1 x 10'° CFU/g. La dosis puede ser, por ejemplo,
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1 g, 39, 59, yv 10 g.

Por lo general, un probidético, tal como la composicidédn de la
presente invencidn, es opcionalmente combinado con por 1o menos
un compuesto prebidético adecuado. Un compuesto prebidtico es
usualmente un carbohidrato no digerible tal como un oligo- o
polisacarido, o un alcohol de azUcar, que no es degradado o
absorbido en el tracto digestivo superior. Los prebidticos
conocidos incluyen productos comerciales tales como inulina y
transgalacto-oligosacaridos.

En ciertas realizaciones, la composicidén probidética de la presente
invencidén incluye un compuesto prebidético en una cantidad desde
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 30 % en peso, con respecto
al peso total de la composicidn, (por ejemplo desde 5 hasta 20
% en peso) . Los carbohidratos se pueden seleccionar del grupo que
consiste en: fructooligosacaridos (o FOS, por sus siglas en
inglés), fructooligosacdridos de cadena corta, inulina,
isomalto-oligosacaridos, pectinas, xilooligosacéaridos (o XO0S),
quitooligosacaridos (o COS), betaglucanos, almidones resistentes
y modificados con goma aradbiga, polidextrosa, D-tagatosa, fibras
de acacia, algarroba, avena y fibras citricas. En uno de los
aspectos, los prebidticos son los fructooligosacaridos de cadena
corta (por simplicidad se muestran en el presente documento mas
adelante como FOSs-c.c); dichos FOSs-c.c. no son carbohidratos

digeribles, generalmente se obtienen mediante la conversidén del
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azucar de remolacha e incluyen una molécula de sacarosa a la cual
estdn unidas tres moléculas de glucosa.

Las composiciones de la presente invencidén pueden comprender
excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. Los
ejemplos de tales excipientes adecuados se pueden encontrar en
la referencia [36]. Los portadores o diluyentes aceptables para
uso terapéutico son muy conocidos en la técnica farmacéutica y
se describen, por ejemplo, en la referencia [37]. Los ejemplos
de portadores adecuados incluyen lactosa, almiddén, glucosa,
metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol, sorbitol, vy
similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol,
glicerol y agua. La eleccidédn del portador, excipiente o diluyente
farmacéutico puede seleccionarse con respecto a la via de
administracidén proyectada y a la practica farmacéutica estéandar.
Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como, O en
adicién a, el portador, excipiente o diluyente cualquier
aglutinante/s, lubricante/s , agente/s de suspensidn, agente/s
de recubrimiento, agente/s solubilizante adecuados. Los
ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina,
azlcares naturales tales como glucosa, lactosa anhidra, lactosa
de flujo libre, betalactosa, edulcorantes demaiz, gomas naturales
y sintéticas, tales como ardbiga, tragacanto o alginato de sodio,
carboximetilcelulosa vy polietilenglicol. Los ejemplos de

lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de
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sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio,
cloruro de sodio, y similares. Conservantes, estabilizantes,
colorantes e incluso agentes saborizantes pueden proporcionarse
en la composicién farmacéutica. Los ejemplos de conservantes
incluyen benzoato de sodio, &cido sérbico y ésteres de acido
p-hidroxibenzoico. También se pueden usar antioxidantes y agentes
de suspensidn.

Las composiciones de la presente invencidén pueden ser formuladas
como un producto alimenticio. Por ejemplo, un producto alimenticio
puede proporcionar un beneficio nutricional ademéds del efecto
terapéutico de la presente invencidén, tal como en un suplemento
nutricional. De manera similar, un producto alimenticio puede ser
formulado para realzar el sabor de la composicidédn de la presente
invencidén o para hacer la composicidénmés atractiva para su consumo
siendo més similar a un articulo alimenticio comtn, en lugar de
una composicidén farmacéutica. En ciertas realizaciones, la
composicidn de la presente invencidn es formulada como un producto
a base de leche. El término “producto a base de leche” significa
cualquier ligquido o producto a base de suero de leche o leche
semisdlida que tiene un contenido graso variable. E1l producto a
base de leche puede ser, por ejemplo, leche de vaca, leche de cabra,
leche de oveja, leche descremada, leche entera, leche recombinada
de leche en polvo y suero de leche sin ningun procesamiento, o

un producto procesado, tal como yogur, leche cuajada, cuajada,
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leche agria, leche entera agria, suero de manteca y otros productos
de leche agria. Otro grupo importante incluye bebidas lacteas,
tales como bebidas de suero de leche, leches fermentadas, leches
condensadas, leche maternizada o para infantes; leches
saborizadas, helado; alimentos que contienen leche tales como
dulces.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente
invencidén contienen una Unica cepa bacteriana o especie y no
contienen ninguna otra cepa bacteriana o especie. Tales
composiciones pueden comprender solamente cantidades minimas o
biolbégicamente irrelevantes de otras cepas Dbacterianas o
especies. Tales composiciones pueden ser un cultivo que esté
sustancialmente libre de otra especie de organismo.
Las composiciones para su uso de acuerdo con la presente invencidn
pueden o no requerir aprobacidén comercial.
En algunos casos, la cepa bacteriana liofilizada es reconstituida
antes de la administracidén. En algunos casos, la reconstitucidn
es mediante el uso de un diluyente descrito en el presente
documento.
Las composiciones de la presente invencidén pueden comprender
excipientes, diluyentes o portadores farmacéuticamente
aceptables.
En ciertas realizaciones, la presente invencidn provee una

composicidén farmacéutica que comprende: una cepa bacteriana de
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la presente invencidédn,; y un excipiente, portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa bacteriana esta en
una cantidad suficiente para tratar un trastorno cuando se
administra a un sujeto que lo necesita; y en donde el trastorno
se selecciona del grupo que consiste en asma, asma alérgica, asma
neutrofilica, ostecartritis, artritis psoridsica, artritis
idiopatica juvenil, neuromielitis éptica (enfermedad de Devic),
espondilitis anquilosante, espondiloartritis, lupus eritematoso
sistémico, enfermedad celiaca, enfermedad pulmonar obstructiva
crébnica (COPD), céancer, céancer de mama, cancer de colon, cancer
de pulmdén, céncer de ovario, uveitis, escleritis, wvasculitis,
enfermedad de Behcet, aterosclerosis, dermatitis atépica,
enfisema, periodontitis, rinitis alérgica y rechazo de
aloinjerto.

En ciertas realizaciones, la presente invencidén provee una
composicidén farmacéutica que comprende: una cepa bacteriana de
la presente invencidén,; y un excipiente, portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa bacteriana estéd en
una cantidad suficiente para tratar o prevenir una enfermedad o
afeccidén mediada por la IL-17 o la via Thl7. En las realizaciones
preferidas, dicha enfermedad o afeccidn se selecciona del grupo
que consiste en artritis reumatoidea, esclerosis multiple,
psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de

Crohn, <colitis wulcerativa, enfermedad celiaca, asma, asma
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alérgica, asma neutrofilica, osteoartritis, artritis psoriéasica,
artritis idiopatica juvenil, neuromielitis éptica (enfermedad de
Devic), espondilitis anqgquilosante, espondiloartritis, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), cancer, cancer de mama, cancer de colon, céancer de pulmbn,
cancer de ovario, uveitis, escleritis, vasculitis, enfermedad de
Behcet, aterosclerosis, dermatitis atoépica, enfisema,
periodontitis, rinitis alérgica, y rechazo de aloinjerto.
En ciertas realizaciones, la presente invencidédn provee la
composicidédn farmacéutica mencionada anteriormente, en donde la
cantidad de la cepa bacteriana es desde aproximadamente 1 x 10°
hasta aproximadamente 1 x 10** unidades formadoras de colonias por
gramo con respecto a un peso de la composicidn.
En ciertas realizaciones, la presente invencidn provee la
composicién farmacéutica mencionada anteriormente, en donde la
composicidédn es administrada a una dosis de 1 g, 3 g, 5 g o 10 g.
En ciertas realizaciones, la presente invencidédn provee la
composicién farmacéutica mencionada anteriormente, en donde la
composicidén es administrada mediante un método que se selecciona
del grupo que consiste en administracidén oral, rectal, subcuténea,
nasal, bucal y sublingual.
En ciertas realizaciones, la presente invencidén provee la
composicidédn farmacéutica mencionada anteriormente, que comprende

un portador seleccionado del grupo gque consiste de lactosa,
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almiddébn, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol
y sorbitol.
En ciertas realizaciones, la presente invencidédn provee la
composicién farmacéutica mencionada anteriormente, que comprende
un diluyente seleccionado del grupo que consiste en etanol,
glicerol y agua.
En ciertas realizaciones, la presente invencidén provee la
composicién farmacéutica mencionada anteriormente, que comprende
un excipiente seleccionado del grupo gue consiste en almiddn,
gelatina, glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre, beta
lactosa, edulcorante de maiz, acacia, tragacanto, alginato de
sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, oleato de sodio,
estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio,
acetato de sodio y cloruro de sodio.
En ciertas realizaciones, la presente invencidén provee la
composicidén farmacéutica mencionada anteriormente, que ademas
comprende por lo menos uno de un conservante, un antioxidante y
un estabilizante.
En ciertas realizaciones, la presente invencidén provee la
composicidédn farmacéutica mencionada anteriormente, que comprende
un conservante seleccionado del grupo que consiste en benzoato
de sodio, acido sérbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico.
En ciertas realizaciones, la presente invencidn provee la

composicién farmacéutica mencionada anteriormente, en donde
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dicha cepa bacteriana es liofilizada.

En ciertas realizaciones, la presente invencidédn provee la
composicién farmacéutica mencionada anteriormente, en donde
cuando la composicién es almacenada en un recipiente sellado a
aproximadamente 4 °C o aproximadamente 25 °C y el recipiente es
colocado en una atmésfera que tiene 50 $ de humedad relativa, por
lo menos 80 $ de la cepa bacteriana medida en unidades formadoras
de colonias permanece después de un periodo de por lo menos
aproximadamente: 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afo, 1,5 afios, 2 afios,

2,5 afios o 3 afos.

Métodos de cultivo

Las cepas bacterianas para uso en la presente invencidn pueden
ser cultivadas usando las técnicas de microbiologia estandares
tal como se detalla, por ejemplo, en las referencias [38-39].
El medio sélido o liquido utilizado para el cultivo puede ser agar
YCFA omedio YCFA. E1 medio YCFA puede incluir (por 100 ml, valores
aproximados) : casitona (1,0 g), extracto de levadura (0,25 qg),
NaHCOs; (0,4 g), cisteina (0,1 g), Ky;HPO, (0,045 g), KH,PO, (0,045
g), NaCl (0,09 g), (NH4)2S04 (0,09 g), MgSO4 7H,O0 (0,009 g), CaCl,
(0,009 g), resazurina (0,1 mg), hemina (1 mg), biotina (1 ug),
cobalamina (1 ug), &cido p-aminobenzoico (3 ug), acido félico (5

ug), vy piridoxamina (15 ug).
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Cepas bacterianas para uso en composiciones de vacunas

Los inventores han identificado que las cepas bacterianas de la
presente invencidén son Gtiles para el tratamiento o prevenciédn
de enfermedades o afecciones mediadas por la IL-17 o la via Thl7.
Esto es probable que sea resultado del efecto que las cepas
bacterianas de la presente invencidén tienen en el sistema
inmunitario del huésped. Por lo tanto, las composiciones de la
presente invencidédn pueden también ser Utiles para prevenir las
enfermedades o afecciones mediadas por la IL-17 o la wvia Thl7,
cuando son administradas como composiciones de vacunas. En tales
realizaciones, las cepas bacterianas de la presente invencidn
pueden ser destruidas, inactivadas o atenuadas. En tales
realizaciones, las composiciones pueden comprender un adyuvante
de vacuna. En ciertas realizaciones, las composiciones son para
la administracidén mediante inyeccién, tal como por inyeccidn

subcuténea.

Generalidades

La préactica de la presente invencidédn empleard, a menos que se
indique lo contrario, métodos de quimica, bioquimica, biologia
molecular, inmunologia y farmacologia convencionales, de la
técnica. Tales técnicas son explicadas completamente en la
bibliografia. Ver, por ejemplo, las referencias [40] y [41-42],

etc.



10

15

20

77
El término “gue comprende” abarca “que incluye” asi como también
“que consiste en”, por ejemplo, una composicidn “que comprende”
X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo
adicional, por ejemplo, X + Y.
El término “aproximadamente” en relacidén con un valor numérico
x es opcional y significa, por ejemplo, x + 10 %.
La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente” por
ejemplo una composicidén que estd “sustancialmente libre” de Y
puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la
palabra “sustancialmente” puede omitirse de la definicidédn de la
presente invencién.
Las referencias a un porcentaje de identidad de la secuencia entre
dos secuencias de nucledtidos significan que, cuando estan
alineadas, dicho porcentaje de nucledtidos es el mismo al comparar
las dos secuencias. Esta alineacidén y el porcentaje de homologia
o identidad de la secuencia pueden determinarse usando los
programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo los
que se describen en la seccidén 7.7.18 de la referencia [43]. Una
alineacién preferida es determinada por medio del algoritmo de
blsgueda de homologia de Smith-Waterman usando una busqueda afin
de huecos con una penalizacidén de la apertura de huecos de 12 y
una penalizacidén por extensidn de huecos de 2, matriz BLOSUM de
62. E1 algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman se

describe en la referencia [44].
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A menos que se indique lo contrario, un proceso o método que
comprende numerosas etapas puede comprender etapas adicionales
al inicio o al final del método, o puede comprender etapas
intermedias adicionales. De igual modo, las etapas pueden ser
combinadas, omitidas o realizadas en un orden alternativo, si
corresponde.

En el presente documento se describen diversas realizaciones de
la presente invencidén. Se apreciard que las caracteristicas
especificadas en cada realizacidn pueden ser combinadas con otras
caracteristicas especificadas, a fin de proveer realizaciones
adicionales. En particular, las realizaciones resaltadas en el
presente documento como adecuadas, tipicas o preferidas pueden
ser combinadas entre si (excepto cuando sean mutuamente

excluyentes) .

MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

Ejemplo 1 — Eficacia de los inéculos bacterianos en un modelo de
ratén de asma inducida por los acaros del polvo doméstico
Resumen

Los ratones fueron administrados con las composiciones dque
comprenden cepas bacterianas de acuerdo con la presente invencidn
y fueron posteriormente provocados con extracto de acaros del

polvo doméstico (HDM, por sus siglas en inglés) para provocar una
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respuesta alérgica inflamatoria. La respuesta inflamatoria a HDM
incluye componentes eosinofilicos y neutrofilicos, es mediada por
la via IL-17 y Thl7, y es un modelo para el asma. La magnitud y
caracteristicas de la respuesta inflamatoria exhibida por los
ratones tratados con las composiciones de la presente invencidn
fueron comparadas con los grupos de control. Se descubrid que las
composiciones de la presente invencidén alivian la respuesta
inflamatoria, y reducen el reclutamiento de los eosinéfilos y
neutréfilos, lo que indica que pueden ser utiles para el
tratamiento de las afecciones mediadas por la IL-17 y Thl7 tal

como eosinofilia, neutrofilia y asma.

Cepa

830: Blautia stercoris

Disedio del estudio

Grupos:

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con vehiculo de control
(por via oral).

6. Tratamiento con indéculo de bacteria terapéutica cepa 830 (por
via oral).

7. Grupo de control positivo. Tratamiento con Dexametasona
(intraperitoneal) .

8. Grupo de control sin tratar.
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Cantidad de ratones por grupo = 5

Dia -14 a dia 13: administracidén diaria del vehiculo de control
por via oral (Grupo 1).

Dia -14 a dia 13: administracidén diaria del indbdbculo de bacteria
terapéutica por via oral (Grupo 2-6).

Dia 0, 2, 4, 7, 9, 11: administracidén de 15 ug de HDM (extracto
de &caros del polvo doméstico — numero de catdlogo: XPB70D3A25,
nimero de lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, EUA) en
un volumen de 30 ul de PBS por via nasal (Grupo 1-8).

pia 0, 2, 4, 7, 9, 11: administracidén de dexametasona
(intraperitoneal, 3 mg/kg, Sigma-Aldrich, nUmero de catdlogo
D1159) (Grupo 7).

Dia 14: sacrificio de todos los animales para analisis.

Cantidad total de ratones = 40.

Criterios de valoracidén y analisis

En el dia 14 los animales fueron sacrificados mediante inyeccién
intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli Pharma AG,
Uznach, Cat: 117013%A) inmediatamente seguido por un lavado
broncoalveolar (BAL).

Las células fueron aisladas del fluido del BAL (lavado
broncoalveolar) y se llevaron a cabo conteos diferenciales de

células (200 conteos de células/muestras).
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Material y Métodos

Ratones. Los ratones BALB/c hembras de 7 semanas de edad fueron
adquiridos de Charles River Laboratories y colocados en forma
aleatoria en jaulas con un total de 5 ratones por jaula (haulas
ventiladas de Indulab AG, Gams, Suiza, tipo de jaula: jaula
SealsafeTM - IVC. Numero de producto 1248L). Las jaulas fueron
etiquetadas con el nUmero de estudio, numero de grupo y fecha de
inicio del experimento. Los ratones fueron monitoreados
semanalmente y aclimatados a las instalaciones por 7 dias antes
del inicio del estudio (Dia de estudio -14). Los animales tenian
8 semanas de edad en el Dia de Estudio -14. El agua potable y el
alimento estuvieron disponibles ad Iibitum. Estuvo presente el
enriquecimiento de la jaula. El cuidado diario de los animales
fue 1llevado a cabo de acuerdo con la licencia de autorizacién local
numero 2283.1 (otorgada y aprobada por: Service de la consommation
et des affaires vétérinaires du Canton de Vaud) . El agua potable
y el alimento estuvieron disponibles ad libitum y renovados una
vez al dia. Estuvo presente el enriquecimiento de la jaula. Se
cumplieron las regulaciones de proteccidén de los animales como
indican las autoridades oficiales de Suiza conforme a la ordenanza
455.163 de la FVO (Oficina Veterinaria Oficial) acerca de la cria
de animales de laboratorio, produccidn de animales genéticamente

modificados y métodos de experimentacidén animal.
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Cultivo del inéculo de bacterias. En una estacidén de trabajo
estéril, un criovial de bacterias fue descongelado al calentarlo
en una mano enguantada y ~0,7 ml del contenido fue inyectado en
un tubo Hungate (numero de catalogo, 1020471, Glasgeratebau Ochs,
Bovenden-Lenglern, Alemania), que contenia 8 ml de YCFA
anaerdbdbico. Por lo general fueron preparados dos tubos por cepa.
Luego, los tubos Hungate fueron incubados (estaticos) a 37 °C

durante un periodo de hasta 24-26 horas (para la cepa 830).

Cultivo del vehiculo de control. Un tubo Hungate que contenia 8
ml de YCFA anaerdbico fue incubado (estadtico) a 37 °C durante 16

h.

Administracién del inéculo de bacterias o vehiculo de control.
400 ul de indéculo de bacterias cultivadas o vehiculo de control

fueron administrados por dia via alimentacidédn por sonda oral.

Sensibilizacién intranasal. ILos ratones fueron anestesiados
mediante inyeccidén intraperitoneal con 9,75 mg xilasol y 48,75
mg cetasol por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) y administrados
con 15 ug de HDM (numero de catédlogo: XPB70D3A25, numero de lote:
231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, EUA) en un volumen de 30 ul

de PBS por via nasal.
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Preparacién y administracién del compuesto de control positivo
de dexametasona. La sal de 21-fosfato disédico de dexametasona
(Sigma-Aldrich, numero de catdlogo D1159, lote n.° SLBD.1030V)
fue disuelta en H;O y administrada a los animales en una dosis
de 3 mg/kg en un volumen de 200 ul por via oral en los dias indicados

en el protocolo de estudio mencionado en lineas previas.

Procedimiento terminal. En el dia 14 los animales fueron
sacrificados mediante inyeccidén letal intraperitoneal con
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, numero de catdlogo:
1170139A) inmediatamente seguido por lavado broncoalveolar (BAL)

en 500 ul de solucidén salina.

Medicién de infiltrados celulares en BAL. Las células fueron
aisladas del fluido de BAL y se llevaron a cabo conteos
diferenciales de células sobre la base de criterios morfoldgicos

y citoquimicos estéandares.

Graficos y analisis estadistico. Todos los graficos fueron
generados con Graphpad Prism Version 6 y una ANOVA unidireccional
fue aplicada. Los resultados del analisis estadistico se
proporcionaron con las tablas de datos individuales. Las barras

de error representan el error estandar de la media (SEM, por sus
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siglas en inglés).

Resultados y andlisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 1
a 9.

No se observd morbilidad ni mortalidad en los ratones tratados
con las bacterias o el vehiculo. Los dos controles, el tratamiento
con el vehiculo (control negativo) y el tratamiento con 1la
dexametasona (control positivo) se comportaron tal como era
esperado, observandose una eosinofilia y neutrofilia disminuidas
a continuacién del tratamiento con la dexametasona.

Los resultados méds importantes de este experimento se presentan
en las Figuras 6 y 7, que informan la cantidad total y el porcentaje
de neutrdéfilos detectado en el lavado brongquiolar después del
estimulo con HDM. La administracién de la cepa 830 resultd en una
reduccidén de los neutréfilos totales y la proporcidédn de

neutréfilos en el BAL en relacidn con el vehiculo de control solo.

Ejemplo 2 — Eficacia de los inéculos bacterianos en un modelo de

ratén de asma neutrofilica grave

Resumen

Los ratones fueron administrados con las composiciones que
comprenden las cepas bacterianas de acuerdo con la presente

invencidn y fueron posteriormente sensibilizados con
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administraciones subcutdneas de extracto de &caros del polvo
doméstico (HDM) y provocados con una administracidén intranasal
de HDM con el fin de modelar la respuesta inflamatoria del asma
neutrofilica grave. La magnitud y caracteristicas de la respuesta
inflamatoria presentada por los ratones tratados con las
composiciones de la presente invencidn fueron comparadas con los
grupos de control. Se descubridé que las composiciones de la
presente invencidén alivian la respuesta inflamatoria vy, en
particular, reducen el reclutamiento de neutréfilos, en una manera
comparable al control positivo que comprende administraciones de
anticuerpos anti-IL-17. Por lo tanto, los datos indican que las
composiciones de la presente invencidédn pueden ser Gtiles para el
tratamiento de las afecciones mediadas por la IL-17 y Thl7, como

neutrofilia y asma.

Cepa

830: Blautia stercoris

Diserio del estudio

Grupos:

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con vehiculo de control
(por via oral).

6. Tratamiento con indéculo de bacteria terapéutica cepa 830 (por

via oral).
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7. Grupo de control positivo. Tratamiento anti-IL-17
(intraperitoneal) .
8. Grupo de control sin tratar.
9: Ratones saludables (linea de referencia).

Cantidad de ratones por grupo (Grupo 1-8) = 5

Dia -14 a dia 17: administracidén diaria del vehiculo de control
por via oral (Grupo 1).

Dia -14 a dia 17: administracidén diaria del indculo de bacteria
terapéutica por via oral (Grupo 2-6).

Dia 0: sensibilizacién con HDM en CFA (s.c.) (Grupo 1-8).

Dia 7: sensibilizacién con HDM en CFA (s.c.) (Grupo 1-8).

Dia 13, 15, 17: administracidén de anticuerpo neutralizante anti
IL-17 intraperitoneal (Grupo 7).

Dia 14, 15, 16, 17: provocacidén con HDM en 30 ul de PBS por via
nasal (Grupo 1-8).

Dia 18: sacrificio de todos los animales para analisis.

Criterios de valoracidén y andlisis:

En el dia 14 los animales fueron sacrificados mediante inyecciédn
intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli Pharma AG,
Uznach, numero de catdlogo: 1170139A) inmediatamente seguido por
un lavado broncoalveolar (BAL). Las células fueron aisladas del

fluido de BAL y se 1levaron a cabo conteos diferenciales de células
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(200 conteos de células/muestras).

Material y Métodos.

Ratones. Los ratones C57BL/6 hembra de 7 semanas de edad fueron
adquiridos de Charles River Laboratories y colocados en forma
aleatoria en jaulas, con un total de 5 ratones por jaula (jaulas
ventiladas de Indulab AG, Gams, Suiza, ripo de jaula: jaulas
SealsafeTM - IVC. Numero de producto 1248L). Las jaulas fueron
etiquetadas con el numero de estudio, nUmero de grupo y fecha de
inicio del experimento. Los ratones fueron monitoreados
semanalmente y aclimatados a las instalaciones durante 7 dias
antes del inicio del estudio (Dia de estudio -14). Los animales
tenian 8 semanas de edad en el Dia de estudio -14. E1 agua potable
y el alimento estuvieron disponibles ad Iibitum. Estuvo presente
el enriquecimiento de la jaula. El cuidado diario de los animales
fue llevado a cabo de acuerdo con la licencia de autorizacién local
numero 2283.1 (otorgada y aprobada por: Service de la consommation
et des affaires vétérinaires du Canton de Vaud). El1 agua potable
y el alimento estuvieron disponibles ad libitum y renovados una
vez al dia. Estuvo presente el enriquecimiento de la jaula. Se
cumplieron las regulaciones de proteccidén de los animales como
indican las autoridades oficiales de Suiza conforme a la ordenanza
455.163 de la FVO (Oficina Veterinaria Oficial) sobre la cria de

animales de laboratorio, produccidén de animales genéticamente
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modificados y métodos de experimentacidén animal.

Cultivo del inéculo de bacterias. En una estacidén de trabajo
estéril, un criovial de bacterias fue descongelado al calentar
en una mano enguantada y ~0,7 ml del contenido fue inyectado en
un tubo Hungate (numero de catalogo, 1020471, Glasgeratebau Ochs,
Bovenden-Lenglern, Alemania), gque contenia 8 ml de YCFA
anaerdbébico. Por lo general fueron preparados dos tubos por cepa.
Luego, los tubos Hungate fueron incubados (estaticos) a 37 °C

durante un periodo de hasta 24-26 horas (para la cepa 830).

Cultivo del vehiculo de control. Un tubo Hungate que contenia 8 ml

de YCFA anaerdbico fue incubado (estidtico) a 37 °C durante 16 h.

Administracién de indéculo de bacterias o vehiculo de control.
400 ul de indéculo de bacterias cultivadas o vehiculo de control

fueron administrados por dia via alimentacidédn por sonda oral.

Sensibilizacién con HDM. 50 ug de HDM (nUmero de catdlogo:
XPB70D3A25, numero de lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir,
NC, EUA) en PBS fue emulsificado en un volumen igual de adyuvante
completo de Freund (CFA Chondrex Inc. Washington, EUA) vy
administrado por via subcutdnea en un volumen de 200 ul, dos veces

durante dos semanas en flancos opuestos. Una semana después de
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la segunda inmunizacién, los ratones fueron anestesiados mediante
inyeccidén intraperitoneal con 9,75 mg de xilasol y 48,75 mg de
cetasol por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) y luego se
provocaron intranasales con 15 ug de HDM en un volumen de 30 ul
de PBS en 4 dias consecutivos. El andlisis fue llevado a cabo un

dia después de la provocacidédn final.

Preparacién y administracién del compuesto de control positivo
anticuerpo antiratén IL-17. El1 anticuerpo neutralizante
anti-IL-17 se obtuvo de Bio X Cell y fue almacenado a 4 °C (cldén
17F3, numero de catdlogo BE0173, Bio X Cell) y administrado
intraperitonealmente a una dosisde 12,5m/kgen los dias indicados

en el protocolo de estudio mencionado anteriormente.

Procedimiento terminal. En el dia 18 los animales fueron
sacrificados mediante inyeccidén intraperitoneal letal con
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, catdlogo: 1170139A)
inmediatamente seguido por lavado broncoalveolar (BAL) en 500 ul

de solucidn salina.

Medicidén de infiltrados celulares en el BAL. Las células fueron
aisladas del fluido de BAL y se llevaron a cabo conteos
diferenciales de células sobre 1la Dbase de los criterios

morfoldgicos y citoquimicos estandares.
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Graficos y analisis estadistico. Todos los graficos fueron
generados con Graphpad Prism Version 6 y una ANOVA unidireccional
fue aplicada. Los resultados del analisis estadistico se
proporcionan con las tablas de datos individuales. Las barras de

error representan el error estandar de la media (SEM).

Resultados y andlisis

Los resultados del experimento se muestran en las Figuras 10 a
18.

No se observd morbilidad ni mortalidad en los ratones tratados
con las bacterias o el vehiculo. Tal como se muestra en las Figuras
11, 12, 15 y 16, ciertos ratones tratados con la cepa 830

presentaron eosinofilia y neutrofilia reducidas.

Ejemplo 3 — Eficacia de los inbéculos bacterianos para tratar la

artritis en un modelo de ratén de artritis inducida por el colageno

tipo II

Materiales y métodos

Cepa

830: Blautia stercoris

Cultivos de bacterias
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Los cultivos de Dbacterias fueron desarrollados para la
administracidn en una estacidn de trabajo anaerdbica (Don Whitley
Scientific).

La cepa bacteriana n.° 830 fue desarrollada utilizando caldos de
glicerol. Los caldos de glicerol fueron almacenados a -80 °C. Tres
veces por semana, los caldos de glicerol fueron descongelados a
temperatura ambiente y sembradas por estrias sobre placas YCFA.
Una nueva alicuota de glicerol fue utilizada en cada ocasidén. Las
bacterias fueron dejadas desarrollar en una placa determinada
durante un periodo de hasta 72 horas.

Las soluciones a administrarse a los animales fueron preparadas
dos veces al dia con un intervalo de ocho horas para 1los
tratamientos de la mafiana (AM) y de la tarde (PM). Una colonia
bacteriana fue recogida de la placa por estrias y transferida a

un tubo que contenia medio YCFA. Se permitid que la cepa bacteriana

n.° 830 creciera durante 24 horas antes de las administraciones
de la maflana. Las bacterias fueron subcultivadas a 1 % en medio
YCFA para las administraciones de la tarde. Los valores de OD

fueron registrados para cada cepa después de las preparaciones

de tratamiento de la mafiana y de la tarde.

Modelo de ratén de artritis inducida por el colageno tipo II
Los ratones DBA/1 machos adultos fueron colocados en forma

aleatoria en los grupos experimentales y se permitid que se
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aclimataran durante dos semanas. En el dia 0, los animales fueron
administrados mediante inyeccidén subcutdnea con 100 microlitros
de una emulsidén que contenia 100 microgramos de colageno tipo II
(CITI) en adyuvante incompleto de Freund con suplemento de 4 m/ml
de Mycobacterium tuberculosis H37Ra. En el dia 21, los animales
fueron administrados mediante inyeccidén subcutdnea con una
emulsién de refuerzo que contenia 100 pg de coldgeno tipo II en
adyuvante incompleto de Freund.
Los tratamientos fueron administrados de acuerdo con el programa
de administracidén a continuacidén. Desde el Dia -14 hasta el final
del experimento en el dia 45, los animales fueron pesados tres
veces por semana. Desde el Dia 21 hasta el final del experimento,
los animales fueron puntuados tres veces por semana en cuanto a
los signos clinicos de la artritis, que incluyen la inflamacidn
de las ©patas ©posteriores 'y delanteras, articulaciones
radio-carpiana (carpo) yarticulaciones tibio-tarsianas (tarso).
En el dia 45 los ratones fueron sacrificados y se tomaron muestras
de sangre terminal para el andlisis de citoquinas.
En el dia -14, Dia 0 y Dia 45, se recolectaron muestras fecales
para analisis microbioldgico, inmediatamente congeladas de
manera instantédnea y almacenadas a -80 °C.
El modelo de ratédén de artritis inducida por coldgeno (CIA) es un
modelo de ratdén muy establecido para la artritis reumatoidea [45].

La inmunizacién con CII produce una patogénesis que incluye
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importantes caracteristicas patoldgicas graves de artritis
reumatoidea, que incluyen hiperplasia sinovial, infiltracidén por
células mononucleares y degradacidén del cartilago. De manera
significativa, el desarrollo de CIA es mediado por las células
Thl7 a través de la secrecidén de IL-17A [46]. La respuesta
inmunitaria que subyace en el modelo de artritis es mejorada por
medio del uso del adyuvante de Freund con suplemento de
Mycobacterium tuberculosis.

En el dia 21, los bazos fueron recolectados de tres animales
satélite en cada grupo. Las células fueron cultivadas durante 72
horas en presencia o ausencia de colageno tipo II. Las citoquinas,
que incluyen TNF-o, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17, fueron
cuantificadas en los sobrenadantes del cultivo y en el suero
terminal mediante Luminex. La proliferacién celular fue
cuantificada utilizando un método de incorporacidédn de timidina

tritiada.

Grupos de tratamiento y dosificaciones

Todos los grupos fueron n=15 (n=12 para el grupo de estudio
principal y n=3 para los grupos satélite).

El vehiculo utilizado para el agente bioterapéutico fue el medio
con extracto de levadura-casitona-&cidos grasos (YCFA, por sus

siglas en inglés).
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Administracién | Induccién de la
Grupo Dosis
Via | Régimen enfermedad
5 Dia 0:
1| Vehiculo
ml/kg Coldgeno/CFA, una
BID:
5 vez, SC
PO | Dia
Bioterapéutico ml/kg Dia 21:
3 -14-Final
n.° 830 Coldgeno/IFA, una
vez, SC

PO: alimentacidn por sonda oral, SC: inyeccidn subcutdnea, BID:

dos veces a dia, CFA: adyuvante completo de Freund.

Pesos corporales
Desde el Dia -14 hasta el final del experimento, los animales

fueron pesados tres veces por semana. Los datos fueron graficados

(Media * SEM) .

Observaciones clinicas no especificas

Desde el Dia -14 hasta el final del experimento, los animales
fueron revisados diariamente por signos clinicos no especificos
que incluyen postura anormal (encorvada), condicidén del pelaje
anormal (piloereccidn) y niveles anormales de actividad

(actividad reducida o incrementada) .

Observaciones clinicas
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Desde el Dia 21 hasta el final del experimento en el dia 45, los
animales fueron puntuados tres veces por semana en cuanto a los
signos clinicos de la artritis que incluyen inflamacidén de las
patas posteriores y delanteras, articulaciones radio-carpiana
(carpo) y articulaciones tibio-tarsiana (tarso). Cada extremidad
fue puntuada utilizando la siguiente escala: (0) normal, (1)
inflamacidén sutil, (2) inflamacidén leve, (3) inflamacidn moderada
y (4) inflamacidén grave. Se calculd un puntaje mediante la adicidn
del puntaje de cada extremidad. El puntaje maximo posible para
un animal fue de (16). Los animales con un puntaje igual a (12)
en dos ocasiones consecutivas y los animales con un puntaje mayor

que (12) en cualquier ocasidén fueron sacrificados. Los datos

fueron graficados (Media *= SEM).

Analisis de la proliferacién celular

En el dia 21, tres animales satélite por grupo fueron sacrificados
y los bazos fueron disecados. Las células del bazo fueron
cultivadas durante 72 horas en presencia o ausencia del coléageno
tipo II. Después de 72 horas, las células fueron pulsadas durante
la noche en presencia de timidina tritiada. La proliferacidn

celular fue cuantificada mediante la medicién de la incorporacidn
de timidina. Los datos fueron graficados (Media + SEM). Los

sobrenadantes fueron tomados y analizados en cuanto a la presencia

de citoquinas clave.
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Analisis de citoquinas
Los sobrenadantes terminales de los cultivos de las células del

bazo fueron analizados con el fin de cuantificar TNF-o, IL-6,
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 mediante Luminex. Los datos fueron

graficados (Media = SEM).

Analisis microbiolégico

En el dia -14, Dia 0 y Dia 45, las muestras fecales fueron
recolectadas de cada animal, inmediatamente congeladas de manera
instantdnea, y almacenadas a -80 °C. El ciego (incluso contenido)
fuer inmediatamente congelado de manera instantdnea y almacenado
a -80 °C. Una prueba de identificacidén bacteriana fue llevada a

cabo diariamente mediante la siembra en placas de las bacterias.

Histopatologia

Al final del experimento, las patas posteriores fueron almacenadas
en un fijador de tejidos. Las muestras fueron transferidas a una
solucidén de descalcificacidén. Las muestras de tejido fueron
procesadas, seccionadas y tefiidas con hematoxilina y eosina. Las
secciones fueron puntuadas por un histopatdédlogo calificado,
ignorante del disefio experimental, por los signos de la artritis
que incluyen inflamacién, dafio al cartilago articular y dafio al

hueso metafisario subyacente. Un sistema de puntaje detallado fue
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utilizado (ver a continuacidén) . Los datos fueron graficados (Media
+ SEM) . Los datos sin procesar y analizados fueron provistos asi

como también las fotografias representativas.

Tabla 1: Sistema de puntaje de histopatologia

Grado Descripcién

Inflamacién
0 Articulacidén normal
1 Hiperplasia sinovial leve con inflamacidén dominada por

neutré6filos. Baja cantidad de neutréfilos y macrdéfagos
en el espacio articular.

2 Hiperplasia sinovial con inflamacidén de moderada a
marcada que implica tanto neutréfilos como macrédéfagos.
Neutroéofilos y macréfagos en el espacio articular; puede
haber restos de tejido necrodtico.

3 Hiperplasia sinovial con marcada inflamacidén que
implica tanto neutréfilos como macrédfagos. Pérdida de
recubrimiento sinovial. La inflamacién puede
extenderse desde la sinovia hasta el tejido circundante,
incluso el misculo. Numerosos neutrdéfilos y macrdfagos
enel espacioarticular, juntocon significativos restos

de tejido necrdético.

Dafio al cartilago articular
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0 Articulacién normal

1 El cartilago articular muestra solamente un leve cambio
degenerativo. La formacidén temprana de pannus puede
estar presente periféricamente.

2 El cartilago articular muestra un moderado cambio
degenerativo y pérdida focal. La formacidén de pannus
estd presente focalmente.

3 Significativa disrupcidén vy pérdida de cartilago

articular con extensa formacidén de pannus.

Dafio al hueso metafisario subyacente

0 Articulacién normal

1 Sin cambio en el hueso metafisario subyacente.

2 Puede haber necrosis focal o fibrosis de hueso
metafisario.

3 Disrupcidén o colapso del hueso metafisario. Extensa

inflamacidén, necrosis o fibrosis que se extiende hasta

el espacio medular de la metéfisis.

Resultados y andlisis

Supervivencia y observaciones clinicas no especificas

Algunos de los animales fueron sacrificados antes del final
programado del estudio debido a 1la gravedad de 1los signos clinicos
de la artritis o debido a la gravedad de las observaciones clinicas

no especificas.
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Un animal en el Grupo 1 (tratados con vehiculo) fue sacrificado
durante el periodo de pre-tratamiento (Dia -14 a dia 0 — el animal
arribd del proveedor con extremidad fracturada).

Siete animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los
signos clinicos de la artritis: cinco animales en el Grupo 1
(tratados con vehiculo) y dos animales en el Grupo 3 (tratados
con agente bioterapéutico n.° 830).

Seis animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los
signos clinicos no especificos que incluyen postura anormal
(encorvada), condicién del pelaje anormal (piloereccidn),
niveles anormales de actividad (reducida actividad): tres

animales en el Grupo 1 (tratados con vehiculo) y tres animales

en el Grupo 3 (tratados con agente bioterapéutico n.° 830).

Pesos corporales

Los datos del peso corporal registrados desde el Dia -14 hasta
el Dia 0 y expresados como porcentaje de los pesos corporales
iniciales (Dia -14) fueron analizados mediante  ANOVA
bidireccional seguido por la postprueba de Dunnett para miltiples
comparaciones con el dia -14 luego para la comparacidén maltiple
con el grupo tratado con vehiculo. Los datos son presentados en
la Figura 19. Los datos de los animales sacrificados antes del
final programado del experimento fueron excluidos de los andlisis.

Cuando se compara con el Dia -14, las administraciones dos veces
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al dia mediante alimentacién por sonda oral indujo una
significativa pérdida de peso corporal en el grupo tratado con
vehiculo en el Dia -9 y Dia -7 y en el Grupo 3 (tratados con el
agente bioterapéutico n.° 830) en el Dia -11 y Dia -9.
Los datos del peso corporal registrados desde el Dia 0 hasta el
Dia 28 y expresados como porcentaje de los pesos corporales
iniciales (Dia 0) fueron analizados mediante ANOVA bidireccional
seguido por la postprueba de Dunnett para miltiples comparaciones
con el Dia 0 en el grupo de vehiculo luego para la comparacidn
miltiple con el grupo tratado con vehiculo. Los datos son
presentados en la Figura 20. Los datos de los animales sacrificados
antes del final programado del experimento y de los animales
satélite fueron excluidos de los andlisis. Los datos del Dia 28,
Dia 35 y Dia 42 fueron adicionalmente analizados mediante ANOVA
unidireccional seguido por la postprueba de Dunnett paramtltiples
comparaciones para el grupo tratado con vehiculo.
El inicio de los signos clinicos de la artritis fue asociado con
una significativa pérdida de peso corporal en el Dia 26 y Dia 28
(p < 0,0001) cuando se compara con el Dia 0 en el grupo tratado
con vehiculo.
Cuando se compara con el grupo tratado con vehiculo, los pesos

corporales fueron significativamente mas elevados en el Grupo 3

(agente bioterapéutico n.° 830) tratado en el Dia 28 (< 0,005).
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Observaciones clinicas

Los datos del puntaje clinico fueron analizados mediante ANOVA
bidireccional seguido por la postprueba de Dunnett para miltiples
comparaciones entre dias en el grupo tratado con vehiculo luego
para multiples comparaciones entre los grupos experimentales vy
el grupo tratado con vehiculo cada dia. Los datos son presentados
en la Figura 21. Los datos registrados de los animales sacrificados
antes del final del experimento fueron excluidos de los andlisis.
Cuando los animales fueron sacrificados debido a la gravedad de
los signos clinicos de la artritis, el Gltimo puntaje registrado
fue reportado para los siguientes dias y utilizado en el analisis
estadistico.

Un significativo incremento de las puntajes clinicos fue observado
en el grupo tratado con vehiculo desde el Dia 28 hasta el Dia 45

(p < 0,0001) cuando se compara con el Dia 21.

El agente bioterapéutico n.°

830 indujo una reduccidén de los
puntajes clinicos cuando se compara con el grupo tratado con

vehiculo desde el Dia 28 hasta el Dia 45. La reduccidn fue

estadisticamente significativa en el dia 31 y Dia 45 (p< 0,05).

Analisis de la proliferacién celular
Para validar el ensayo, los esplenocitos fueron cultivados en
presencia de anti-CD3 y anti-CD28 solubles (anti-CD3/CD28) como

estimulos de control positivo para confirmar el potencial
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proliferativo de las células.
Las fuertes respuestas proliferativas al anti-CD3/CD28 fueron
observadas en todos los grupos experimentales, mostrando que las
células eran saludables, viables y capaces de responder a las
sefiales de activacidn.
Para probar la respuesta proliferativa en presencia del Colageno
IT (CII), los esplenocitos fueron cultivados en presencia de CII
a 50 ng/ml. La respuesta proliferativa de los esplenocitos al CII
fue analizada mediante ANOVA bidireccional seguido por 1la
postprueba de Sydak para mualtiples comparaciones entre
esplenocitos no estimulados y estimulados con CII y ANOVA
unidireccional seguido por la postprueba de Dunnett para la
comparacién de la respuesta estimulada con CII en diferentes
grupos experimentales con el grupo tratado con vehiculo. Los datos
son presentados en la Figura 22.
El CII indujo un aumento altamente significativo de la
incorporacién de °H- timidina (cpm) cuando se compara con 1los
esplenocitos no estimulados en el grupo tratado con vehiculo (p

< 0,0001).

Los grupos tratados con el agente bioterapéutico n.° 830

demostraron significativamente menores niveles de proliferaciédén

de esplenocitos inducida por CII que el grupo tratado con vehiculo.

Niveles de citoquina en los sobrenadantes del cultivo de tejido
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Los niveles de cada citoquina fueron medidos en los sobrenadantes
del cultivo de tejido derivado de cultivos estimulados de
anti-CD3/CD28 mediante anadlisis con Luminex. Estos mostraron
respuestas sélidas para todas las citoquinas medidas (niveles
promedio en el grupo con vehiculo fueron los siguientes: IL-4 =
6,406 pg/ml; IL-6=306pg/ml; IL-10=10 987 pg/ml; IL-17A =11 447
pg/ml; IFN-y = 15 581 pg/ml; TNF-oa = 76 pg/ml).
Las siguientes secciones resumen los datos obtenidos de 1los
cultivos estimulados con Coldgeno II. Cuando sea aplicable, el
analisis estadistico de las diferencias entre los niveles de
citoguina en los sobrenadantes de los esplenocitos no estimulados
y estimulados con CII fue 1llevado a cabo utilizando ANOVA
bidireccional seguido por la postprueba de Sydak para multiples
comparaciones, mientras que la ANOVA unidireccional seguido por
la postprueba de Dunnett fue utilizada para la comparaciédn de la
respuesta estimulada con CII en los grupos tratados con el agente
bioterapéutico con el grupo tratado con vehiculo. No hubo
diferencia significativa en los niveles de citoquina entre los
grupos en ambos casos. Esto es posiblemente debido al pequefio
tamafio de la muestra utilizada (n=3).
Con el fin de presentar de manera mas precisa la distribucidn de
los datos para las citoquinas con sustancial dispersién de los
datos, estos son presentados como graficos de dispersidn.

Los promedios de los grupos de IL-4 en los sobrenadantes del
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cultivo de tejido después de la estimulacién con CII fueron <
5 pg/ml. Estos no se consideran significativos desde el punto de
vista bioldgico y no se incluyen aqui. Los promedios de 1os grupos
de TNF-o en los sobrenadantes del cultivo de tejido después de
la estimulacidén con coldgeno estuvieron por debajo del limite de

cuantificacién.

Niveles de sobrenadante de IFN-y (Figura 23)

Junto con la IL-17, el IFN-y es la principal citoquina que origina
enfermedades en el modelo CIA. El1l grafico de dispersidn en la
Figura 23 demuestra los niveles de IFN-y después de la estimulacidn
con CII, con una mediana grupal siendo mas elevada para el grupo

tratado con vehiculo en comparacidn con el agente bioterapéutico.

Niveles de sobrenadante de IL-17A (Figura 24)

Los niveles de IL-17A fueron de 50 pg/ml en los cultivos
estimulados con CII para el grupo tratado con vehiculo. Los niveles
de esta citoquina parecieron ser menores en el grupo de agente

bioterapéutico en comparacidén con el tratado con vehiculo.

Niveles de sobrenadante de IL-10 (Figura 25)
Los niveles de IL-10 en el Grupo tratado con vehiculo fueron de
13 pg/ml y 2,1 pg/ml para los estimulados con CITI, y los cultivos

con medio de control, respectivamente. Se pueden esperar niveles
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mas elevados de IL-10 (que es una citoquina antiinflamatoria) para
el grupo tratado con vehiculo debido a que la inflamacidén y la
induccidén de la citogquina pro-inflamatoria pueden ser acompafiadas

por un mecanismo de retroalimentacidén antiinflamatorio.

Niveles de sobrenadante de IL-6 (Figura 26)

Las citoquinas inflamatorias tal como IL-6 y TNF-o no son por 1o
general producidas a elevados niveles en los cultivos anti-CIT.
Sin embargo, sus niveles pueden ser alterados como resultado de
la modulacidén inmunitaria. Los niveles de IL-6 en los cultivos
estimulados con CII fueron modestos, alcanzando 10 pg/ml. Aungque
mas elevados que en los cultivos con medio de control, estas
diferencias fueron muy pequefias para proveer fundamento para

llevar a cabo el andlisis estadistico.

Analisis microbiolégico

El desarrollo bacteriano fue confirmado mediante la medicidn de
la densidad é6ptica a 600 nm utilizando un espectrofotdémetro. La
identidad bacteriana fue confirmada mediante la comparacidén de
las fotografias de las placas por estrias con las fotografias de
referencia.

A continuacién del método mejorado de preparacidédn bacteriana,
dosis sistematicamente elevadas de la cepa bacteriana fueron

administradas desde el Dia -2 y Dia -3 tal como se indica mediante



10

15

20

106
los elevados valores OD medidos.
Las muestras fecales fueron recolectadas y congeladas de manera

instantdnea en el Dia -14, Dia 0 y al término.

Histopatologia

Los resultados de la histopatologia se muestran en las Figuras
65 a 69. Conforme se espera para este modelo, la variabilidad
intraindividual e interindividual fue observada en términos de
la presencia/ausencia de la artritis o la gravedad del cambio
presente.

La naturaleza de la patologia fue conforme se espera para este
modelo, con una extensa inflamacidén mixta crdédnica - activa de la
sinovia y bolsa que se extiende hasta implicar los tejidos blandos
periarticulares (musculo, tejido adiposo, coldgeno dérmico) . En
las articulaciones méds gravemente afectadas hubo degeneracidn del
cartilago articular y pérdida con restos intraarticulares e
inflamacidén y disrupcidn de la articulacidn y estructura dsea por
fibrosis e inflamacién.

La incidencia de los cambios histopatoldgicos fue: vehiculo - 80
% (16/20); agente bioterapéutico n.° 830 - 20 % (4/20). El1
tratamiento con el agente bioterapéutico n.° 830 redujo la
incidencia de los puntajes histopatoldgicos en las extremidades

posteriores de los ratones cuando se compara con el grupo tratado

con vehiculo (ver las Figuras 65 a 68). Los puntajes
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histopatoldégicos fueron analizados mediante ANOVA unidireccional
para los datos no paramétricos (prueba de Kruskal-Wallis) seguido
por la postprueba de Dunn paramiltiples comparaciones con el grupo
tratado con vehiculo. El agente bioterapéutico n.° 830 indujo una
significativa reduccidén de los puntajes de inflamacidén de 1la
articulacidn observados en la histopatologia cuando se compara
con el grupo tratado con vehiculo (p < 0,01). El1 agente
bioterapéutico n.° 830 indujo una significativa reduccidén de los
puntajes de dafio al cartilago observados en la histopatologia
cuando se compara con el grupo tratado con vehiculo (p < 0,001).
El agente bioterapéutico n.° 830 indujo wuna significativa
reducciédn de los puntajes de dafio &éseo observados en la
histopatologia cuando se compara con el grupo tratado con vehiculo
(p < 0,001). El1 agente bioterapéutico n.° 830 indujo wuna
significativa reduccién del total de los puntajes
histopatoldégicos cuando se compara con el grupo tratado con

vehiculo (p < 0,001).

Resumen
Se observaron puntajes clinicos incrementados desde el Dia 28
después de la primera administracidén de colageno tipo II, conforme

se espera en este modelo de artritis en ratones DBA/1. El agente

bioterapéutico n.° 830 mostrd que es efectivo en el tratamiento
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de la artritis en este modelo. El agente bioterapéutico n.° 830
fue efectivo para reducir la gravedad de los puntajes clinicos
y para reducir la enfermedad patoldégica en las articulaciones,
tal como se demuestra en el andlisis histopatoldgico.
Las respuestas de la memoria inmunoldgica proliferativa al
Coléageno II fueron apreciadas en los cultivos de esplenocitos de
todos los grupos experimentales. La respuesta especifica al
colageno fue significativamente reducida a continuacidén del
tratamiento con el agente bioterapéutico n.° 830 (Grupo 3).
La mayor parte de las citogquinas de células T probadas mostraron
incrementos detectables entre el medio de control y estimulado
con Colédgeno IT en el grupo tratado con vehiculo. Estos incrementos
no fueron tan obvios en el grupo tratado con el bioterapéutico.
Esto respalda ampliamente las respuestas de la memoria
inmunoldégica proliferativa al Coldgeno II que se describe
anteriormente.
Hubo pruebas de supresidédn del eje Thl/Thl7, gque es la respuesta
patogénica en este modelo y en la RA humana. La correlacidén de
niveles reducidos de citoquinas con una proliferacidén reducida
parece un indicio de modulacidén inmunitaria. No hubo pruebas de
que esta modulacidédn resultara ya sea de niveles mejorados de IL-4
asociados con Th2 o con incrementos en la citoquina que tiene

modulacién inmunitaria, la IL-10.
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Ejemplo 4 - Analisis adicional del efecto de los inéculos
bacterianos en el modelo de ratén de asma inducida por los acaros
del polvo doméstico
Los ratones analizados en el ejemplo 1 fueron sometidos a un
andlisis adicional para caracterizar adicionalmente el efecto de
las composiciones de la presente invencidn sobre la respuesta

inflamatoria del asma alérgica.

Materiales y métodos

Extraccién de sangre y preparacién del suero en el dia 14. Las
muestras de sangre de los animales fueron recolectadas a través
de puncidén cardiaca. El suero fue aislado de la muestra de sangre
mediante centrifugacidén durante 5 min a 14 000 g y almacenadas

a -20 °cC.

Extraccién de oérganos en el dia 14. Recoleccidén del 1ldbulo
izquierdo del pulmbén en formalina para analisis histoldgico
posterior. Recoleccidén de los ldébulos derechos del pulmédn (todos
los 1ldébulos restantes) vy extracciédn del suero para el
congelamiento instantdneo y posterior andlisis. El1l fluido de BAL
remanente fue <congelado instantdneamente para posterior

andlisis.

Medicién de los niveles de anticuerpo en el suero y fluido BAL
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La produccién de anticuerpo IgE total e IgGl especifico de los
acaros del polvo doméstico (HDM) fue medida en el BAL y suero por

medio de un ensayo ELISA.

Aislamiento del pulmén y andlisis histolégico

Los 1ldébulos izquierdos del pulmdén fueron fijados en formalina
seguido por incrustramiento en parafina, seccionamiento, vy
tincidén con hematoxilina y eosina y PAS. El puntaje histoldgico
posterior fue llevado a cabo a ciegas de la siguiente manera: Cinco
campos de visidén aleatorios por muestra fueron puntuados para la
inflamacién (infiltraciodén peribronquial e infiltracién
perivascular) y la produccidén de mucosidad. La infiltraciédn

inflamatoria fue ©puntuada con el siguiente sistema de

calificacién:

0 - normal

1 - infiltrados inflamatorios leves

2 - infiltrados inflamatorios moderados
3 - infiltrados inflamatorios marcados

4 - infiltrados inflamatorios graves

5 - infiltrados inflamatorios muy graves

En cada campo de visién, las vias respiratorias fueron medidas
en tamafio y se cuantificaron/um las cantidad de las células de

mucosidad.
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Medicién de mediadores inflamatorios en el tejido del pulmén

Los 1l6bulos del pulmén derecho (todos los ldébulos restantes)
aislados para la cuantificacidén de los mediadores inflamatorios
fueron congelados instantaneamente para la medicidén posterior de
CCL1ll, IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-4, IL-5, IL-9, IL-17A,
CXCL1l, CCL3, CXCLZ2 y CCL5 mediante un ensayo multiplex disponible
comercialmente (Merck-Millipore). El andlisis fue llevado a cabo

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados y andlisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 27
a 45.

Como fundamento de los hallazgos que se describen en el ejemplo
1, el andlisis de los infiltrados celulares en el tejido del pulmbdn
de los ratones tratados con la cepa 830 mostraron una notable y
estadisticamente significativa reduccidn en el puntaje promedio
de la inflamacidén (ver las Figuras 31 y 33).

Los niveles de anticuerpo en el fluido de BAL y el suero fueron
analizados (ver las Figuras 27 a 30). No se observd ningun efecto
evidente del tratamiento bacteriano sobre los niveles de
anticuerpo en el suero. Esto puede reflejar una falla en el
experimento, debido a que la dispersidén de los datos de y las barras
de error para cada tratamiento es importante, y los controles

positivos y negativos no parecen haberse comportado como podria



10

15

20

112

esperarse. También, los niveles de anticuerpo en el suero de linea
de referencia podrian haber ocultado cualquier cambio.

De manera similar, ningun efecto evidente del tratamiento
bacteriano sobre los niveles de citoquina en el tejido del pulmébén
fue observado (ver las Figuras 35 a 45). De nuevo, esto puede
reflejar una falla en el experimento, debido a que la dispersidn
de los datos y las barras de error para cada tratamiento son
importantes, y los controles positivos y negativos no parecen
haberse comportado como podria esperarse. También es posible que
el mecanismo de accidén implicado influya en respuestas tempranas
de la citogquina que no fueron ya detectables en el dia 4 posterior
a la provocacién final de las vias respiratorias con HDM. Se debe
tomar algun cuidado cuando se interpretan los datos de la citoquina
en el presente estudio, debido a la variabilidad en los niveles
detectados. Esta variabilidad puede explicarse en parte por el
hecho de que el tejido del pulmdn fue separado para los diferentes
analisis, y de esta manera un lébulo de pulmdn puede no haber sido
completamente representativo o comparable al mismo 1ébulo en otros

ratones debido a la distribucidén irregular de la inflamacidn.

Ejemplo 5 - Andlisis adicional del efecto de los inéculos
bacterianos en el modelo de ratén de asma neutrofilica grave
Los ratones probados en el ejemplo 2 fueron sometidos a andlisis

adicional para caracterizar adicionalmente el efecto de las
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composiciones de 1la presente invencidén sobre la respuesta

neutrofilica asociada con el asma grave.

Materiales y métodos

Extraccién de oérganos en el dia 18. Recoleccidén del 1ldbulo
izquierdo del pulmbén en formalina para el anadlisis histoldgico
de seguimiento continuo. Recoleccidén de los lbébulos derechos del
pulmén (todos los ldébulos restantes) y extraccidn del suero para
el congelamiento instantédneo y posterior analisis. El1 fluido
remanente del BAL fue congelado instantdneamente para posterior

andlisis.

Medicién de los mediadores inflamatorios en el tejido del pulmén
(posterior analisis). Los lébulos del pulmbébn derecho (todos los
lébulos restantes) aislados para la cuantificacién de 1los
mediadores inflamatorios fueron congelados instantdneamente para
la medicidén posterior de IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta, CXCL1,
CCL3, CXCL2, CCL5, IL-17A, TNF-alfa, IL-17F, IL-23 e IL-33
mediante un ensayo multiplex comercialmente disponible
(Merck-Millipore). E1 andlisis fue llevado a cabo de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

Medicién de los niveles de anticuerpo en el suero y fluido de BAL

(posterior analisis). La produccidén anticuerpo IgGl e IgG2a
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especificos de los &caros del polvo doméstico (HDM) fue medida

en el BAL y suero mediante ensayo ELISA.

Aislamiento de pulmén vy anadlisis histolégico (posterior
andlisis). Los lébulos izquierdos del pulmédn fueron fijados en
formalina seguido por el incrustramiento en parafina,
seccionamiento, y tincién con hematoxilina y eosina y PAS. E1
puntaje histoldégico posterior fue llevado a cabo a ciegas de la
siguiente manera: cinco campos de visidén aleatorios por muestra
fueron puntuados para la inflamacidén (infiltracidn peribronquial
e infiltracidén perivascular) y la produccidén de mucosidad. La
infiltracién inflamatoria fue puntuada con el siguiente sistema

de calificaciédn:

0 - normal

1 - infiltrados inflamatorios leves

2 - infiltrados inflamatorios moderados
3 - infiltrados inflamatorios marcados

4 - infiltrados inflamatorios graves

5 - infiltrados inflamatorios muy graves

Resultados y andlisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 46
a 63.

En relacidén con los niveles de citogquina, como para el ejemplo
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4, la dispersién de los datos y las barras de error para cada
tratamiento son importantes, y los controles positivos y negativos
no parecen haberse comportado como necesariamente podria
esperarse. También es posible que el mecanismo de accidédn implique
la influencia de respuestas tempranas de la citoquina que no fueron
ya detectables en el dia 4 posterior a la provocacidédn final de
las vias respiratorias con HDM. Se debe prestar atencidédn cuando
se interpretan los datos de la citoquina en el presente estudio,
debido a 1la wvariabilidad en los niveles detectados. Esta
variabilidad puede explicarse en parte por el hecho de que el
tejido del pulmdén fue separado para los diferentes andlisis, y
de esta manera un ldébulo de pulmbébn puede no haber sido
completamente representativo o comparable al mismo 1ébulo en otros
ratones debido a la distribucidén irregular de la inflamacidn. Sin
tomar en cuenta esta variabilidad, se mostrd un evidente efecto
antiinflamatorio sobre los niveles de citoquina para la cepa 830
y el control positivo anti-IL-17 Ab en general se comportd tal
como era esperado.

Con las advertencias mencionadas anteriormente, los datos en la
Figura 53 sugieren que el tratamiento con la cepa 830 puede lograr
una reduccidén en los niveles de TNFo, que puede indicar un
mecanismo de accién relacionado con la influencia sobre la
liberacidén de quimioquina (y de esta manera la incorporacidn de

las células) pormediode las células inmunes estromales o innatas.
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TNFo es parte de la via Thl7. Tomando este conjunto de datos, se
puede concluir gque la cepa 830 tuvo un efecto beneficioso sobre
el mecanismo de inflamacidén en este modelo de ratdn de asma

neutrofilica grave.

Ejemplo 6 — Eficacia de los inéculos bacterianos en un modelo de
ratén de esclerosis multiple

Resumen

Los ratones fueron administrados con las composiciones dque
comprenden cepas bacterianas de acuerdo con la presente invencidn
y los ratones fueron posteriormente inmunizados con glicoproteina
de la mielina de los oligodendrocitos para inducir 1la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE es el
modelo experimental mds cominmente utilizado para la esclerosis
miltiple humana. Se descubrid que las composiciones de la presente
invencidén tienen un notable efecto sobre la incidencia de 1la

enfermedad asi como la gravedad de la enfermedad.

Cepa

830: bacteria depositada con numero de acceso NCIMB 43281

Diserio del estudio

Grupos:

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con vehiculo de control
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(por via oral).
5. Tratamiento con indculo de bacteria terapéutica cepa 830 (por
via oral).
9. Grupo de control positivo. Tratamiento con dexametasona (i.p.) .
10. Grupo de control sin tratar.

Cantidad de ratones por grupo = 10

Dias -14 a dia 27: administracién diaria del vehiculo de control
por via oral (Grupo 1).

Dias -14 a dia 27: administracién diaria del indéculo de bacteria
terapéutica por via oral (Grupo 5).

Dias 0-28: administracién de dexametasona (intraperitoneal) tres
veces a la semana (Grupo 9)

Dia 0: se mezcld MOG35-55 (glicoproteina de la mielina de los
oligodendrocitos - 2 mg/ml) y CFA (2 mg/ml de MTB) 1:1 lo que
resultd en soluciones de 1 mg/ml. 100 pl de la mezcla péptido-CFA
fue inyectada por via subcutdnea en cada pata posterior.
Administracidén de la toxina pertussis intraperitonealmente (300
ng) .

Dia 1: administracidén de la toxina pertussis intraperitonealmente
(300 ng) .

Dias 7- en adelante: medicidén de incidencia de la enfermedad y

peso tres veces a la semana.
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Criterios de valoracidn y analisis

Los ratones fueron analizados por la incidencia de la enfermedad
y gravedad de la enfermedad tres veces a la semana. El puntaje
fue llevado a cabo a ciegas. La gravedad de la enfermedad fue
evaluada utilizando un puntaje clinico en el rango desde 0 hasta
5, con 5 indicando un ratdén muerto (ver sistema de puntaje clinico

a continuacidn) .

Monitoreo

En los dias indicados los ratones fueron pesados y observados por
puntaje de actividad de la enfermedad y la incidencia de 1la
enfermedad.

Observaciones sobre el puntaje de actividad de la enfermedad:
0 - Sin cambios obvios en la funcidédn motora en

comparacién con los ratones no inmunizados.

0,5 - Punta de la cola estéd fléacida.

1,0 - Cola inmdévil.

1,5 - Cola inmévil e inhibicidén de las patas posteriores.
2,0 - Cola inmévil y debilidad de las patas posteriores.

O - Existen signos obvios de inclinacidn de la cabeza cuando se
observa el andar. El equilibrio es escaso.
2,5 - Cola inmévil y arrastre de las patas posteriores.

O - Existe una fuerte inclinacidén de la cabeza que

hace que el ratdn ocasionalmente se tropiece.
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3,0 - Cola inmévil vy paradlisis completa de 1las patas
posteriores.
3,5 - Cola inmdévil vy pardlisis completa de las patas
posteriores.
Ademéds: el ratdn se mueve alrededor de la jaula, pero cuando se
coloca sobre su costado, es incapaz de enderezarse por si mismo.
Patas posteriores estan juntas en un costado del cuerpo.
4,0 - Cola inmévil, ©paradlisis completa de las ©patas
posteriores y parcial de las patas delanteras.

Ratdédn se mueve alrededor de la jaula pero luce
alerta y se alimenta.
4,5 - Pardlisis completa de las patas posteriores y parcial
de las patas delanteras, sin movimiento alrededor de la jaula.
El ratdén es inmediatamente sometido a eutanasia y removido de la
jaula.
5,0 - E1 ratdé4n es sometido a eutanasia debido a grave
paralisis.
Cuando un animal tiene un puntaje de actividad igual o mayor de
la enfermedad que 1, se considera gque tiene un puntaje positivo

de la incidencia de la enfermedad.

Resultados

Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 70 y 71.

La induccidén de la enfermedad en los grupos de control negativo
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fue exitosa con puntajes elevados mostrados por el vehiculo de
control y el control no tratado. El efecto del tratamiento con
la cepa 830 fue notable y los ratones tratados con la cepa 830
exhibieron una incidencia notablemente reducida de la enfermedad
y de la gravedad de la enfermedad. En realidad, la reduccidén en
la incidencia de la enfermedad y la gravedad de la enfermedad fue
comparable con el grupo de control positivo. Estos datos indican
que la cepa 830 puede ser Util para el tratamiento o prevenciédn

de la esclerosis multiple.

Ejemplo 7 — Eficacia de los inéculos bacterianos en un modelo de

ratén de uveitis

Resumen

Este estudio utilizd un modelo de ratdn de uveitis inducida por
proteina que se enlaza al interfotorreceptor retinoide (IRBP, por
sus siglas en inglés) para probar los efectos de la administracidn
bacteriana sobre la uveitis. La uveitis es un problema de salud
con riesgo de pérdida de la visidén que resulta de la inflamacidn
intraocular y la destruccién del tejido de la retina. Esta
enfermedad puede estudiarse en roedores en un modelo con
uveoretinitis experimental autoinmune (EAU, por sus siglas en
inglés) [47]. La EAU es un trastorno especifico de un érgano en
donde las células Thl/Thl7 son dirigidas hacia los antigenos

retinales vy producen citoquinas que activan las células
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mononucleares residentes e infiltrantes lo que conduce a la
destruccidén del tejido. La EAU puede ser inducida en ratones
mediante la provocacidn con antigenos retinales que incluyen el
péptido de la proteina que se enlaza al interfotorreceptor
retinoide (IRBPp, por sus siglas en inglés). El1l inicio de 1la
enfermedad normalmente se produce desde el Dia 8-9 y se maximiza
después de los Dias 14-15. Los signos de la enfermedad clinica
pueden ser monitoreados utilizando imagenologia  fundal

endoscédpica tépica (TEFI, por sus siglas en inglés).

Cepa
MRX008: Blautia wexlerae, bacteria depositada con nimero de acceso
NCIMB 42486.

El agente bioterapéutico fue provisto en caldo de glicerol. El
medio de desarrollo microbioldgico (YCFA) fue utilizado para el

cultivo del agente.

Ratones

Los ratones fueron de la cepa C57BL/6 y tenian 6 semanas de edad
al comienzo del estudio. Se utilizaron 72 ratones (+ 36 animales
satélite). Los animales no saludables fueron excluidos del
estudio. Los animales fueron alojados en condiciones libres de
patdgenos especificos (spf, por sus siglas en inglés), en una sala

de preparacidén monitoreada con control termostatico (22 £+ 4 °C).
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Se permitidé que los animales se aclimataran en condiciones de
alojamiento estdndares para animales para un minimo de una semana
antes del uso. E1 estado de salud de los animales fue monitoreado
a través de todo este periodo y el grado de adecuacidén de cada
animal para el uso experimental fue evaluado antes de iniciar el
estudio. Los ratones fueron alojados en grupos de hasta 10 animales
por jaula por la duracién del estudio. La dieta de pellets
irradiados (Lab diet, EU Rodent diet 22 %, 5LF5) y el agua
estuvieron disponibles ad I1ibitum a través de todos los periodos
de aclimatacidédn y estudio. Es improbable que algun constituyente

de la dieta o el agua hayan interferido con el estudio.

Esquema experimental

Los ratones adultos hembra C57BL/6 fueron colocados en forma
aleatoria en los grupos experimentales y se permitid que se
aclimataran durante una semana. Los tratamientos fueron
administrados de acuerdo con el programa a continuacidén. En el
Dia 0, los animales fueron administrados con una emulsidén que
contenia 200 pg de péptido de la proteina que se enlaza al
interfotorreceptor retinoide 1-20 (IRBP pl-20) en adyuvante
completo de Freund (CFA) con suplemento de 2,5 m/ml de
Mycobacterium Tuberculosis H37 Ra mediante inyeccidn subcuténea.
También en el Dia 0, los animales fueron administrados con 1,5

1ng de Bordetella Pertussis mediante inyeccidn intraperitoneal.
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A partir del Dia -14, los animales son pesados tres veces por
semana. Desde el Dia -1 hasta el final del experimento en el dia
42, los animales son monitoreados dos veces por semana en cuanto
a los signos clinicos de uveitis utilizando imagenologia fundal

endoscépica tépica (TEFI).

Programa de administracidn

Todos los grupos son n=12.
El vehiculo para la administracidén oral es medio YCFA.
El volumen de administracidén para la administracidédn oral dos veces

al dia es de 5 ml/kg.

Grupo | Tratamiento | Dosis | Via | Frecuencia Induccién de 1la
enfermedad
1 Vehiculo 5
BID
ml/kg Dia 0: IRBP/CFA, SC
PO | Dia
2 MRX008 5 Dia 0: PTx, IP
-14-Final
ml/kg

PO: administracidén oral, BID: dos veces al dia, SC: inyeccidn
subcutdnea, IP: inyeccidén intraperitoneal, IRBP: proteina que se
enlaza al interfotorreceptor, CFA: adyuvante completo de Freund,

PTx: Toxina pertussis

Un grupo de control positivo fue también analizado utilizando el
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tratamiento con el farmaco ciclosporina A.

Indicadores

Pesos corporales. A partir del Dia -14, los animales son pesados
tres veces por semana. Los animales con una pérdida de peso
corporal igual a o mayor de 15 % de su peso corporal inicial (Dia

0) en dos ocasiones consecutivas son sacrificados.

Observaciones clinicas no especificas. A partir del Dia -14 hasta
el final del experimento, los animales son revisados diariamente
en cuanto a sus signos clinicos no especificos que incluyen postura
anormal (encorvada), condicidén del pelaje anormal (piloereccidn)
y niveles anormales de actividad (actividad reducida o

incrementada) .

Puntajes clinicos: formacién de imagen de retina mediante
imagenologia fundal endoscépica tépica (TEFI). A partir del Dia
-1 hasta el final del experimento, los animales son puntuados dos
veces por semana en cuanto a los signos clinicos de uveitis. Las
imédgenes de retina son capturadas utilizando TEFI en animales no
anestesiados pero restringidos luego de la dilatacidén de la pupila
utilizando Tropicamida al 1 $ luego clorhidrato de fenilefrina

al 2,5%. Las imagenes de retina son puntuadas utilizando el

siguiente sistema. El puntaje madximo acumulativo es 20.
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Inflamacid Infiltracid
Vasos Dano
Puntuaje n del disco n del Tejido
Retinales Estructural
6ptico Retinal
Lesiones
1-4
retinales o)
1-4 pequenas
atrofia que
1 Minima engrosamient | lesionesol
implica % a %4
os leves lesidén
del area
lineal
retinal
Atrofia
panretinal con
5-10
>4 miltiples
pequerias
engrosamient pequefias
lesiones o
2 Leve os leves o 1-3 lesiones
2-3
engrosamient (cicatrices) o
lesiones
os moderados <3 lesiones
lineales
lineales
(cicatrices)
>10 Atrofia
>3
pequefias panretinal con
3 Moderada engrosamient

os moderados

lesiones o

>3 lesiones

>3 lesiones

lineales o
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lineales lesiones
confluentes
(cicatrices)
>1 Lesidn Desprendimien
Grave engrosamient | lineal to retinal con
0S graves confluente pliegue
5 No visible (manchas blancas o desprendimiento grave)

Resultados

Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 72 a 74.

Proliferacién celular (animales satélite, dia 21). Los ganglios
linf4dticos de drenaje (DLN, por sus siglas en inglés) fueron
removidos y las células fueron aisladas. Después del conteo, las
células fueron cultivadas durante 72 h en presencia o ausencia
del péptido IRBP. Los sobrenadantes para el anédlisis de las
citogquinas fueron removidos antes de la pulsacidén con 3H-Timidina.
Las células fueron luego cultivadas durante 18 h adicionales antes
de recolectar vy determinar la proliferacidédn mediante 1la
incorporacién de 3H-timidina utilizando un betacontador.

Los grupos mostraron proliferacién celular al estimulo de IRBP
anterior que la apreciada en los antecedentes del medio de control
(estos valores de antecedentes fueron sustraidos del resultado

IRBP para proveer datos como Acpm) . Ambos grupos dieron fuertes
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respuestas proliferativas a un estimulo de control positivo
(anti-CD3/CD28), mostrando que las células en el cultivo fueron
viables y capaces de proliferar (datos no mostrados).
Las respuestas proliferativas al péptido IRBP fueron analizadas
mediante ANOVA unidireccional seguido por la postprueba de Dunnett
para la comparacidén de las respuestas estimuladas en el grupo
experimental con el grupo de control.
Las respuestas proliferativas al péptido IRBP en los animales de
control de la enfermedad fueron de la magnitud esperada para este
modelo. El farmaco de control positivo, Ciclosporina A, redujo
la proliferacidén, aunque esta reduccidn no alcanzd significancia
estadistica (Figura 72).
Los grupos de tratamiento (que incluyen el vehiculo solo) no
mostraron proliferacidén significativamente incrementada por
encima de la observada en los animales de control.
Las respuestas proliferativas al péptido IRBP fueron analizadas
mediante ANOVA unidireccional seguido por la postprueba de Dunnett
para la comparacidén de las respuestas estimuladas en los grupos
de tratamiento con el grupo de vehiculo. No se observaron

diferencias estadisticas.

Puntajes clinicos: formacién de imagen de retina mediante
imagenologia fundal endoscépica tépica (TEFI). Los datos de los

puntajes TEFI medidos en el grupo de control desde el Dia 0 hasta
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el Dia 21 fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis
para los datos no paramétricos seguido por la postprueba de Dunn
para multiples comparaciones entre los dias experimentales.
La administracién de IRBP indujo un incremento significativo en
los puntajes TEFI medidos desde el Dia 14 (p < 0,01) y en el dia
21 (p<0,0001) cuando se compara con el dia 0 en el grupo de control
(Figura 73).
Los datos de los puntajes TEFI medidos en todos los grupos
experimentales en el dia 21 fueron analizados mediante la prueba
de Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos seguido por la
postprueba de Dunn para miltiples comparaciones entre los grupos
experimentales.
En esta etapa en el experimento, no hubo diferencia significativa
entre los grupos experimentales, pero los puntajes TEFI fueron
menores en el grupo tratado con MRX008 que en los grupos de control
negativo. De hecho, los puntajes TEFI fueron menores en el grupo
tratado con MRX008 que en el control positivo, grupo tratado con

ciclosporina A.

Conclusiones. Las respuestas proliferativas al péptido IRBP se
observaron en los cultivos de ganglio linfdtico de todos 1los grupos
experimentales, excluyendo los animales sin tratamiento previo,
lo que indica la exitosa induccidn de la enfermedad. Los puntajes

clinicos determinados mediante TEFI aumentaron desde el Dia 14,
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conforme se espera en este modelo con uveitis inducida por IRBP.
En el Dia 21, las diferencias significativas entre los grupos
experimentales no son aun visibles, pero se observd una notable
reduccidén en la incidencia de la enfermedad y en la gravedad de
la enfermedad en el grupo tratado con MRX008, que fue una mayor
reduccidén que la observada para el grupo de control positivo. En
particular, estos datos indican que el tratamiento con la cepa
MRX008 redujo el dafio a la retina, la inflamacién del disco éptico
y/o la infiltracidén del tejido de la retina por parte de las células
inflamatorias (ver el sistema de puntaje TEFI de imagen de retina
mencionado anteriormente) . Estos datos indican que la cepa MRX008

puede ser Util para el tratamiento o prevencidén de la uveitis.

Ejemplo 8 — Eficacia de los inbéculos bacterianos de MRX006 en un
modelo inflamatorio inducido por LPS — concentracién reducida de
citoquina

Resumen

La cepa bacteriana MRX006 (830) fue analizada en un ensayo
antiinflamatorio (n=9) para determinar su efecto sobre las
concentraciones de citoquina. La inflamacién fue inducida
utilizando un desencadenante de la respuesta inflamatoria muy
establecido, lipopolisacéarido (LPS) . La magnitud %
caracteristicas de la respuesta inflamatoria en los grupos

tratados con MRX006 (830) fueron comparadas con los grupos de
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control. Se descubrié que las composiciones de la presente
invencién alivian la respuesta inflamatoria y, en particular,
reducen la concentracidén de las citoquinas IL-6 y TNFa. Por 1lo
tanto, los datos indican que las composiciones de la presente
invencién tienen un amplio fenotipo inflamatorio y pueden ser
Utiles para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias, tal

como neutrofilia y asma.

Resultados y andlisis

Los resultados del experimento se muestran en las Figuras 75 y
76.

Tal como se muestra en las Figuras 75 y 76, respectivamente, la
administracidén de LPS produce un incremento de los niveles de IL-6
y TNFo, como podria esperarse después de la induccidén de la
inflamacidén. Es muy importante el hecho de que los niveles de estas
citoquinas son significativamente reducidos en 1los grupos
tratados con MRX006 (830). Por lo tanto, las composiciones de la
presente invencidédn reducen la concentracidén de las citoquinas
inflamatorias y por consiguiente tienen un amplio fenotipo

antiinflamatorio.

Ejemplo 9 — Eficacia de los inéculos bacterianos de MRX006 en un
modelo inflamatorio inducido por LPS — maduracién reducida de las

células dendriticas derivadas de monocitos (Mo-DC)
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Resumen

La cepa bacteriana MRX006 (830) fue analizada en un ensayo
antiinflamatorio que implica la deteccidn de la extensidn de la
maduracién de las células dendriticas derivadas de monocitos
(Mo-DC) . Estas células, particularmente las células CDla+ CD14-
conforme se utilizan en este ejemplo, estan implicadas en la
respuesta inflamatoria luego de la maduracidén. La maduraciédn de
las células CDla+ CD14- es indicada por su expresidédn aumentada
de CD80, CD83, CD86 y HLA-DR. Se descubrid que las composiciones
de la presente invencién alivian la respuesta inflamatoria y, en
particular, reducen la maduracién de las células dendriticas
asociadas con la respuesta inflamatoria (CDla+ CD14-). Por 1lo
tanto, los datos indican que las composiciones de la presente
invencidén pueden ser uUtiles para el tratamiento de las

enfermedades inflamatorias, tal como neutrofilia y asma.

Resultados y andlisis

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 77.

Tal como se muestra en la Figura 77, la administracién de LPS
produce un aumento en la expresidén de los marcadores de la
maduracién en las MoDC, tal como se 1indica mediante el
desplazamiento de la linea de color negro hacia la derecha del
grafico. Es muy importante el hecho de que el nivel de expresidn

de los marcadores de la maduracidn se reduce en el grupo LPS tratado
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con MRX006 (tal como se indica mediante el desplazamiento de la
linea completa de color negro hacia la izquierda) . Para el grupo
de LPS+MRX006, el nivel de expresién de los marcadores
inflamatorios CD80, CD83 y HLA-DR retorna al nivel de expresidn
en el control no estimulado (linea punteada). Ademas, el nivel
de expresidn de CD86 en el grupo de LPS+MRX006 es también reducido
en gran medida en comparacidén con el LPS grupo solo. De esta manera,
las composiciones de la presente invencidén reducen el nivel de
maduracién de las MoDC asociadas con la inflamacidén y, por 1lo

tanto, tienen un amplio fenotipo antiinflamatorio.

Ejemplo 10 - Eficacia de los indéculos bacterianos en un modelo
de ratén del modelo inflamatorio inducidos por ovoalbumina -
divisién reducida de las células CD4+

Resumen

La cepa bacteriana MRX006 (830) fue analizada en un ensayo
inflamatorio adicional (n=5) que implica la deteccidén del nivel
de células CD4+. Los niveles aumentados de las células CD4+ son
un indicador de la inflamacién. Una de las razones para esto es
que las células CD4+ estan implicadas en las vias inflamatorias
Thl7 e 1IL-17. La inflamacidén fue inducida wutilizando un
desencadenante muy establecido de la respuesta inflamatoria, la
ovoalbUimina. Se descubrid que las composiciones de la presente

invencién alivian la respuesta inflamatoria y, en particular,
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reducen la cantidad de células CD4+. Por lo tanto, los datos
indican que las composiciones de la presente invencidn pueden ser
Utiles para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias, tal

como neutrofilia y asma.

Resultados y andlisis

Los resultados del experimento se muestran en las Figuras 78.
Tal como se muestra en la Figura 78, la cantidad de células CD4+
en la poblacidn que experimenta tres o més divisiones de las
células aumenta después de estimulo con ovoalbumina (como podria
esperarse luego de una respuesta inflamatoria). Criticamente, la
cantidad de células que experimenta tres o mads divisiones después
del estimulo con ovoalbumina se reduce significativamente en los
grupos tratados con MRX006. Por lo tanto, las composiciones de
la presente invencidén reducen los niveles de células CD4+ y, de
esta manera, la presente invencidén puede ser Util para el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias, tal como

neutrofilia y asma.

Ejemplo 11 - Pruebas de estabilidad

Una composicidén que se describe en el presente documento que
contiene por lo menos una cepa bacteriana que se describe en el
presente documento es almacenada en un recipiente sellado a 25

°C 0 4 °C y el recipiente es colocado en una atmésfera que tiene
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30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 % o 95 % de humedad

relativa. Después de 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 1 afio, 1,5

afios, 2 afios, 2,5 afios o 3 afios, por lo menos 50 %, 60 %, 70 %,
80 % o 90 % de la cepa bacteriana permanecerd tal como se mide

en unidades formadoras de colonias determinadas mediante 1los

protocolos estandares.

Secuencias

SEQ ID NO:1 (Blautia stercoris cepa GAM6-1 16S gen ARN ribosomal,

secuencia parcial - HM626177)

1 tgcaagtcga

ggactgagcg

gcgaagcgct

tacgacagaa

61 gcggacgggt gagtaacgcg tgggtaacct

agttggaaac
121 ggctgctaat
actccggtgg
181 tatgagatgg
caaggcgacg
241 atcagtagcc
gcccagactc
301 ctacgggagg
cagcgacgcc

361 gcgtgaagga

aaatgacggt

accgcataag

acccgcgtcet

ggcctgagag

cagcagtggg

agaagtatct

cgcacggtat

gattagctag

ggtgaacggc

gaatattgca

cggtatgtaa

ccttcggggg

gcctcataca

cgcatgatac

ttggaggggt

cacattggga

caatggggga

acttctatca

aagatgtaag

gggggataac

agtgtgaaaa

aacggcccac

ctgagacacg

aaccctgatg

gcagggaaga
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421 acctgactaa

gtagggggca

481 agcgttatcc
gtctgatgtg
541 aaaggctggg
tgccggagag
601 gtaagcggaa
caccagtggc
661 gaaggcggct
agcaaacagg

721 attagatacc

ggagcaaagc
781 tcttcggtgc
cgcaagaatg
841 aaactcaaag
taattcgaag
901 caacgcgaag
tggaaccttt
961 ccttcgggac

gtgagatgtt

1021 gggttaagtc ccgcaacgag cgcaacccct

gaagctgggc

1081 actctgtgga gactgccagg gataacctgg

aaatcatcat

gaagccccgg

ggatttactg

gcttaacccc

ttcctagtgt

tactggacgg

ctggtagtcc

cgcagcaaac

gaattgacgg

aaccttacca

agagaagaca

135

ctaactacgt

ggtgtaaagg

aggactgcat

agcggtgaaa

taactgacgt

acgccgtaaa

gcaataagta

ggacccgcac

agtcttgaca

ggtggtgcat

gccagcagcc

gagcgtagac

tggaaactgt

tgcgtagata

tgaggctcga

cgatgaatac

ttccacctgg

aagcggtgga

tcgatctgac

ggttgtcgtc

atcctcagta

aggaaggcgg

gcggtaatac

ggaagagcaa

ttttcttgag

ttaggaggaa

aagcgtgggg

taggtgttgg

ggagtacgtt

gcatgtggtt

cggttcgtaa

agctcgtgtc

gccagcaggt

ggacgacgtc
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1141 gcceccttatg atttgggcta cacacgtgct acaatggcecgt aaacaaaggg
aagcgagccc
1201 gcgaggggga gcaaatccca aaaataacgt cccagttcgg actgcagtct
gcaactcgac
1261 tgcacgaagc tggaatcgct agtaatcgcg aatcagaatg tcgcggtgaa
tacgttcccg

1321 ggtcttgtac acaccgcccg tcacaccatg ggagtcagta acgcccgaag tc

SEQ ID NO:2 (secuencia consenso de ARNr de 16s para Blautia
stercoris cepa 830)

TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCG
CTTACGACAGAACCTTCGGGGGAAGATGTAAGGGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGC
GTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAG
CGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTG
ATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGT
ATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTA
AAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTGATGTGAAAGGCTGGGGCTTAACCCCAGGACTG
CATTGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACG
TTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA

CGATGAATACTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTCGGTGCCGCAGCAAACGCAATAAGTAT
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TCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCGA
TCTGACCGGTTCGTAATGGAACCTTTCCTTCGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCGTC
AGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCACTCTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGG
CGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGC
GTAAACAAAGGGAAGCGAGCCCGCGAGGGGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCG
GACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATG
TCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAA
CGCCCGAAGTCAGTGACCCAACCTTAGGGAGGGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTGG

GGTGAAGTCTAGGGGGT

SEQ IDNO:3 (Blautia wexlerae cepa WAL 14507 16S gen ARN ribosomal,
secuencia parcial - EF036467)

1 caagtcgaac gggaattant ttattgaaac ttcggtcgat ttaatttaat
tctagtggcg

61 gacgggtgag taacgcgtgg gtaacctgcc ttatacaggg ggataacagt
cagaaatggc

121 tgctaatacc gcataagcgc acagagctgc atggctcagt gtgaaaaact
ccggtggtat

181 aagatggacc cgcgttggat tagcttgttg gtggggtaac ggcccaccaa
ggcgacgatc

241 catagccggc ctgagagggt gaacggccac attgggactg agacacggcc

cagactccta
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301 cgggaggcag
cgacgccgcg
361 tgaaggaaga
tgacggtacc
421 tgactaagaa
gggggcaagce
481 gttatccgga
tgatgtgaaa
541 ggcatgggct
cggaggggta

601 agcggaattc
cagtggcgaa
661 ggcggcttac
aaacaggatt
721 agataccctg
ggcaaagcca
781 ttcggtgccg
caagaatgaa
841 actcaaagga
attcgaagca
901 acgcgaagaa

ggatctttcc

961 ttcgggacag

gagatgttgg

cagtggggaa

agtatctcgg

gccccggceta

tttactgggt

caacctgtgg

ctagtgtagc

tggacggtaa

gtagtccacg

tcgcaaacgc

attgacgggg

ccttaccaag

gcgagacagg

138

tattgcacaa

tatgtaaact

actacgtgcc

gtaaagggag

actgcattgg

ggtgaaatgc

ctgacgttga

ccgtaaacga

agtaagtatt

acccgcacaa

tcttgacatc

tggtgcatgg

tgggggaaac

tctatcagca

agcagccgcg

cgtagacggt

aaactgtcat

gtagatatta

ggctcgaaag

tgaataacta

ccacctgggg

gcggtggagc

cgcctgaccg

ttgtcgtcag

cctgatgcag

gggaagatag

gtaatacgta

gtggcaagtc

acttgagtgc

ggaggaacac

cgtggggagc

ggtgtcgggt

agtacgttcg

atgtggttta

atccttaacc

ctcgtgtcgt
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1021 gttaagtccc
ggtgggcact
1081 ctggggagac
tcatcatgcc
1141 ccttatgatt
cgagattgtg
1201 agatggagca
acccgactac
1261 acgaagctgg
gttcccgggt
1321 cttgtacaca
gtgacctaac
1381 tgcaaagaag

aacaaggt

SEQ ID NO:4

gcaacgagcg

tgccagggat

tgggctacac

aatcccaaaa

aatcgctagt

ccgcccgtcea

gagctgccga

wexlerae cepa MRX008)

139

caacccctat

aacctggagg

acgtgctaca

ataacgtccc

aatcgcggat

caccatggga

aggcgggacc

cctcagtagc

aaggcgggga

atggcgtaaa

agttcggact

cagaatgccg

gtcagtaacg

gatgactggg

cagcatttaa

tgacgtcaaa

caaagggaag

gtagtctgca

cggtgaatac

cccgaagtca

gtgaagtcgt

(secuencia consenso de ARNr de 16s para Blautia

TTCATTGAGACTTCGGTGGATTTAGATTCTATTTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT

GGGTAACCTGCCTTATACAGGGGGATAACAGTCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAGCG

CACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTTGGAT

TAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCGGCCTGAGAGGGTG

AACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTAT

GTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTA
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CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAA
GGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCTCAACCTGTGGACTGCA
TTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTT
GAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCTTCGGTGCCGTCGCAAACGCAGTAAGTATT
CCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCG
CCTGACCGATCCTTAACCGGATCTTTCCTTCGGGACAGGCGAGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTC
AGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGC
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG
TAAACAAAGGGAAGCGAGATCGTGAGATGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGG
ACTGTAGTCTGCAACCCGACTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAAC

GCCCGAAGTCAGTGACCTAACTGCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SEQ ID NO:5 (cepa 830 secuencia de cromosomas) - ver listado

electrdnico de secuencias.

SEQ ID NO:6 (cepa 830 secuencia de pléasmidos) - ver listado

electrdnico de secuencias.
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